Expression diagnostisch verwendbarer Antigene zum Nachweis







Expression diagnostisch verwendbarer 








zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. 
 
an der Medizinischen Fakultät 











eingereicht von:  Anna Maria Delker 
   geboren am 05.03.1989 in Regensburg 
 
 
angefertigt am:  Institut für Virologie des Universitätsklinikums Leipzig 
 
Betreuer:  Herr Prof. Dr. med. U. G. Liebert 











Bibliografische Darstellung ................................................................................................ V 
Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................................... VI 
Abbildungsverzeichnis ...................................................................................................... IX 
Tabellenverzeichnis ............................................................................................................ X 
Formelverzeichnis ............................................................................................................. XII 
 
1 Einleitung ...................................................................................................................... 1 
1.1 West-Nil-Virus: Relevanz und epidemiologische Aspekte ........................................ 1 
1.2 Virale Struktur und Replikation ................................................................................ 3 
1.3 West-Nil-Virus-Erkrankung: Prädiktion, Pathogenese und Krankheitsbild ................ 7 
1.4 Diagnostik von West-Nil-Virus-Infektionen ............................................................... 9 
1.5 Zielstellung .............................................................................................................12 
2 Materialien ...................................................................................................................13 
2.1 Versuchstiere, Bakterien-, Hefe- und Virusstämme ................................................13 
2.2 Vektoren und Oligonukleotide ................................................................................13 
2.3 Reagenzsysteme, Standards und Enzyme .............................................................15 
2.4 Antikörper ...............................................................................................................16 
2.5 Feinchemikalien und Reagenzien ...........................................................................16 
2.6 Puffer und Lösungen ..............................................................................................19 
2.7 Nährmedien............................................................................................................20 
2.8 Verbrauchsmaterialien und Technische Ausstattung ..............................................21 
3 Methoden .....................................................................................................................25 
3.1 Molekularbiologische Methoden .............................................................................25 
3.1.1 Reverse Transkription .....................................................................................25 
3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ..................................................................25 
3.1.3 DNA-Sequenzierung .......................................................................................28 





3.1.5 DNA-Reinigung ...............................................................................................29 
3.1.6 Bestimmung der DNA-Konzentration ...............................................................29 
3.1.7 Restriktionsverdau ..........................................................................................29 
3.1.8 Ligation ...........................................................................................................30 
3.2 Arbeiten mit E. coli .................................................................................................31 
3.2.1 Kultivierung und Lagerung...............................................................................31 
3.2.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen ............................................................31 
3.2.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen .......................31 
3.2.4 Plasmidpräparation aus E. coli ........................................................................31 
3.2.5 Expression rekombinanter Proteine in E. coli ..................................................32 
3.3 Arbeiten mit P. pastoris ..........................................................................................32 
3.3.1 Kultivierung und Lagerung...............................................................................32 
3.3.2 Herstellung kompetenter P. pastoris-Zellen .....................................................32 
3.3.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente P. pastoris-Zellen ................33 
3.3.4 Expression rekombinanter Proteine in P. pastoris ...........................................33 
3.4 Biochemische Methoden ........................................................................................34 
3.4.1 Proteinextraktion aus Bakterienzellen .............................................................34 
3.4.2 Proteinextraktion aus Hefezellen .....................................................................35 
3.4.3 Proteinfällung mittels Trichloressigsäure (TCA) ...............................................35 
3.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ........................................35 
3.4.5 Silberfärbung ...................................................................................................37 
3.4.6 Western Blot ...................................................................................................37 
3.4.7 Reinigung der rekombinanten Polypeptide aus Proteingemischen ..................38 
3.4.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinen ......................................................40 
3.4.9 Spaltung von MBP-Fusionsproteinen ..............................................................40 
3.4.10 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT) .............................................................41 
3.4.11 Immunisierung der Balb/c-Mäuse ....................................................................42 
3.4.12 Indirekter ELISA ..............................................................................................43 
3.4.13 Bestimmung des murinen Antikörpertiters .......................................................44 





4 Ergebnisse ...................................................................................................................46 
4.1 Definition der ausgewählten Strukturproteinsequenzen ..........................................46 
4.2 Expression der rekombinanten Polypeptide prM, Cnat und Cme in P. pastoris ......47 
4.2.1 Klonierung der Expressionsplasmide ..............................................................47 
4.2.2 Transformation von Pichia pastoris .................................................................49 
4.2.3 Expression der Zielpeptide in P. pastoris .........................................................51 
4.3 Expression von Cnat und Cme in E. coli .................................................................56 
4.3.1 Klonierung der Expressionsplasmide ..............................................................56 
4.3.2 Transformation von E. coli ...............................................................................58 
4.3.3 Expression der WNV-Sequenzen Cnat und Cme als Fusionsproteine .............59 
4.3.4 Spaltung der Fusionsproteine mittels Faktor Xa ..............................................62 
4.3.5 Isolierung der Zielpeptide Cnat und Cme ........................................................63 
4.4 Untersuchung der Immunogenität der rekombinanten WNV-Polypeptide ...............66 
4.4.1 Immunisierung von Versuchstieren mit rekombinanten WNV-Polypeptiden .....66 
4.4.2 Analyse der murinen Seren mittels ELISA .......................................................66 
4.4.3 Erweiterte Analyse des rekombinanten prM-Polypeptids mit Humanseren ......67 
4.4.4 Erweiterte Analyse der murinen prM-Seren im IFT ..........................................69 
4.5 Prüfung der rekombinanten Peptidantigene auf ihre Verwendbarkeit in einem WNV-
spezifischen Testsystem ........................................................................................69 
4.5.1 Untersuchung der humanen Seren S2-S42 mittels ELISA ...............................69 
4.5.2 Einsatz von Cnat und MBP-Cme als Antigene zur Untersuchung der humanen 
Seren S2-S42 im ELISA ..................................................................................70 
5 Diskussion ...................................................................................................................72 
5.1 Expression von prM, Cnat und Cme in P. pastoris..................................................73 
5.2 Expression von Cnat und Cme in E. coli .................................................................77 
5.3 Analyse der Immunogenität von prM, Cnat und MBP-Cme .....................................79 
5.4 Beitrag zur Etablierung eines indirekten ELISA für die Detektion WNV-spezifischer 
Antikörper in humanen Serumproben .....................................................................84 
6 Zusammenfassung ......................................................................................................90 





8 Anhang ....................................................................................................................... 104 
 
Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit .............................................. XIV 
Danksagung ....................................................................................................................... XV 








Anna Maria Delker 





122 Seiten, 161 Literaturangaben, 27 Abbildungen, 38 Tabellen 
Grundlage der vorliegenden Arbeit ist die Überlegung, dass eine Möglichkeit, die Spezifität 
der bisher angewendeten Verfahren zur West-Nil-Virus-Diagnostik zu verbessern, in der 
Anwendung rekombinanter WNV-spezifischer Antigene besteht. Die unter anderem auf 
bioinformatischen Methoden basierende Identifikation von potenziellen B-Zell-Epitopen und 
Auswahl entsprechender Sequenzabschnitte richtete sich dabei gezielt auf immunogene 
Bereiche, die innerhalb der Gruppe der Flaviviren einen ausreichenden Sequenzunterschied 
zu allen weiteren sequenzverwandten Erregern, zusammengefasst im 
Japanische-Enzephalitis-Serokomplex, boten. Drei ausgewählte Bereiche innerhalb der 
Strukturproteinsequenz, bezeichnet als prM, Cnat und Cme, sollten mit Hilfe des 
Expressionssystems Pichia pastoris bzw. Escherichia coli rekombinant exprimiert werden. 
Nach Erarbeitung optimaler Expressionsbedingungen folgte die affinitätschromatografische 
Reinigung der im weiteren Verlauf zur Immunisierung von Balb/c-Mäusen eingesetzten 
Polypeptide. Die gewonnenen Seren der nach verschiedenen Immunisierungsprotokollen 
geimpften Mäuse wurden im Anschluss immunologisch untersucht. Es zeigte sich, dass die 
rekombinanten Derivate des Capsid-Proteins eine deutliche Serokonversion hervorriefen. 
Analysen der mit Cnat und MBP-Cme immunisierten Mausseren wiesen vorhandene 
peptidspezifische sowie virusspezifische Antikörper nach. Der Einsatz dieser gewonnenen 
Peptidantigene im indirekten ELISA-Testsystem zur Detektion WNV-spezifischer Antikörper 
unter Verwendung humaner WNV-IgG-positiver Serumproben zeigte positive Resultate. 
Im Gegensatz hierzu führte die Immunisierung mit prM lediglich zu einer unspezifischen 
murinen Antikörperbildung. Die Unterscheidung zwischen WNV-positiven und 
WNV-negativen Humanseren war unter Verwendung des rekombinanten Antigens prM nicht 
möglich.  
Im Ergebnis zeigten zwei der drei in dieser Arbeit rekombinant erstellten 
Strukturproteinabschnitte ihr immunologisches Potenzial in der Generierung muriner 
WNV-spezifischer Antikörper. Zudem konnte mit der Expression der WNV-spezifischen 
C-Protein-Antigene ein Beitrag zur Etablierung eines indirekten ELISA-Testsystems zur 
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1.1 West-Nil-Virus: Relevanz und epidemiologische Aspekte 
Die Errungenschaften des 20. Jahrhunderts führten nicht nur zu einem komfortableren Leben 
im eigenen Haushalt, sondern ermöglichen den Menschen, die gesamte Welt zu bereisen - 
zum Teil in nur wenigen Stunden. Die Schnelllebigkeit der heutigen Zeit macht es nicht nur 
unmöglich, die genaue Route der Reisenden zu verfolgen, sie verhindert auch die exakte 
Analyse der sich ebenso rasant ausbreitenden Krankheitserreger. Immer mehr Studien 
belegen, dass im Zuge der Globalisierung und der sich verändernden klimatischen 
Bedingungen die Besiedelung weiterer Territorien durch Erreger möglich wird. Die 
Bedrohung durch die Ausbreitung gefährlicher Krankheiten wird vor allem durch die Fähigkeit 
der Pathogene, sich an neue Umgebungen anzupassen, weiter vorangetrieben 
(Gubler 2002; Harvell et al. 2002; Tatem et al. 2006; WHO/FAO/OIE 2004; Zeller und 
Schuffenecker 2004). Darüber hinaus spielt für die Weiterverbreitung solcher Krankheiten 
und ihrer Erreger die Übertragung der Infektionen vom Tier auf den Menschen eine 
wesentliche Rolle (Taylor et al. 2001). So erstellte das Europäische Parlament 2003 die Liste 
A und B überwachungspflichtiger Zoonosen, die neben Bakterien der Familien Listeria und 
Salmonella unter anderem die Erreger der Tollwut, Vogelgrippe und des West-Nil-Fiebers 
unter strenge Beobachtung setzen (Richtlinie 2003/99/EG des Europäischen Parlaments). 
Das 1937 während einer Malaria-Studie aus dem Blut einer fiebrigen Frau im 
West-Nil-Bereich bei Uganda isolierte Virus wurde im Verlauf der nächsten Jahrzehnte in 
Afrika, dem Mittleren Osten, Nordamerika, Westasien und Europa registriert 
(Hubálek und Halouzka 1999; Smithburn et al. 1940). Das global zu den weitverbreitetsten 
Flaviviren gehörende West-Nil-Virus (WNV) fand jedoch bis zum großflächigen Ausbruch in 
Rumänien 1996 mit 393 humanen Krankheitsfällen, davon 17 mit tödlichem Verlauf, keine 
große mediale Beachtung (Sanchini et al. 2013; Tsai et al. 1998). Erst 1999 mit dem 
Ausbruch in New York City rückte das WNV in den Blickpunkt der Öffentlichkeit und breitet 
sich seither kontinuierlich in westliche Richtung über die gesamten USA aus. Dies führte 
allein bis 2008 zu 28.975 Erkrankten, darunter 1.124 registrierte Todesfälle (Brault 2009), 
und unterstreicht laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) die ernsthafte Bedrohung, die von 
der übergreifenden Verbreitung vektorbezogener Krankheiten für die Welt ausgeht 
(Word Health Organization 2011). Seit 1996 wurden neben den in Rumänien gemeldeten 
Fällen auch in anderen europäischen Ländern wie Tschechien (1997), Russland (1999) und 
Frankreich (2003-2006) klinisch auffällige WNV-Infektionen des Menschen dokumentiert 





südeuropäische Länder berichteten in jüngster Vergangenheit über weitere Infektionsfälle: 
Spanien und Portugal (2004) (Calistri et al. 2010), Italien (2008 und 2009) (Rizzo et al. 2009; 
Rossini et al. 2008) sowie Ungarn (2008) (Krisztalovics et al. 2008). Im Sommer 2010 wurde 
dem griechischen Gesundheitsamt eine auffällige Häufung von Enzephalitisfällen gemeldet. 
Die in Untersuchungen detektierten IgM- und IgG-Antikörper gegen WNV wiesen in 
108 Fällen WNV-Infektionen mit neuroinvasiver Manifestation nach (Papa et al. 2010). 
Zugleich erkrankten in Russland in den Sommermonaten desselben Jahres 231 Patienten 
am West-Nil-Fieber von denen 6 verstarben (ECDC 2010). Darüber hinaus traten in den 
Jahren 2010 und 2011 Erkrankungsfälle mit neurologischer Manifestation in Italien, 
Rumänien, der Türkei, Israel und Marokko auf (Barzon et al. 2012; Ulbert 2011). Außerhalb 
von Europa zeigten aktuelle Surveillance-Metanalysen zahlenmäßig einen Anstieg der 
Erkrankungsfälle im Jahr 2012 auf ein seit 2002/03 nicht mehr erreichtes Niveau mit mehr 
als 3000 manifesten WNV-Infektionen in Gebieten der USA (Wilson 2013). Die 
Zusammenschau der Fallberichte macht deutlich, dass WNV-Infektionen sowohl in Europa 
als auch weltweit eine andauernde und ernst zu nehmende Problematik darstellen 
(Sambri et al. 2013; Suthar et al. 2013). 
Trotz der bereits aufgetretenen Erkrankungsfälle in Nachbarländern wie Tschechien und 
Frankreich wurde noch keine autochthone WNV-Infektion innerhalb Deutschlands klinisch 
auffällig und nachgewiesen (Robert Koch Institut 2010, Robert Koch Institut 2013). 
Untersuchungen von Zug- und Standvögeln zur Inzidenz und Prävalenz von WNV in 
Deutschland wiesen weder WNV-neutralisierende Antikörper noch WNV-spezifische RNA in 
einheimischen Standvögeln nach. Somit ergab sich kein Indiz für die Zirkulation des WNV in 
Deutschland (Seidowski et al. 2010).  
Infizierte Vögel stellen das natürliche Reservoir des WNV dar, dessen Transmission 
Arthropoden realisieren. Hauptüberträger sind Stechmücken, hauptsächlich der Gattungen 
Culex und Aedes. Die durch den Speichel der Mücken infizierten Vögel dienen als Wirt zur 
Replikation des Virus und stellen bei entsprechend hoher Viruslast im Blut die Weitergabe an 
die nächste blutsaugende Stechmücke sicher. Weltweit konnte aus über 
75 Stechmückenarten das WNV isoliert werden (Medlock et al. 2005), zu deren Wirten nicht 
nur Vögel, sondern neben Nutz- und Haustieren auch der Mensch gehört. Der 
Übertragungskreis von Vögeln auf den Menschen lässt sich so lückenlos schließen. Die in 
Säugetieren erreichte Viruslast reicht jedoch nicht aus, um eine Neuinfektion im potenziellen 
nächsten Wirt zu realisieren. Aus diesem Grund tragen Säugetiere und Menschen die 
Bezeichnung Fehlwirt, da deren Infektion den Replikationszyklus des Virus unterbrechen 
(Sanchini et al. 2013). Übertragungen von Mensch zu Mensch in Form einer vertikalen 





(Barzon et al. 2012; Morbidity and Mortality Weekly Report 2001, Morbidity and Mortality 
Weekly Report 2002a, Morbidity and Mortality Weekly Report 2002b).  
Durch Sequenzierung der bisher gewonnenen WNV-Isolate konnte eine phylogenetische 
Einteilung dieser in 2 Hauptlinien, Linie 1 und 2, erfolgen. Linie 1 teilt sich in 1a - bestehend 
aus Stämmen isoliert in Europa, Afrika, dem Mittleren Osten und Amerika - und 1b, welche 
das in Australien verbreitete Kunjin-Virus (KUNV) beinhaltet (Hall 2001). Das ursprünglich 
1937 in Uganda isolierte West-Nil-Virus ist der Linie 2 zugehörig. 
Insgesamt spricht die Literatur von 5 Linien (Bondre et al. 2007; Brault 2009) bzw. nach 
stattgefundener Reklassifizierung von bereits untergeordneten Stämmen von 7 Linien 
(Mackenzie und Williams 2009). Es ließ sich feststellen, dass ausschließlich Derivate der 
Linie 1 zu endemischen Ausbrüchen weltweit führten. Als Grund dafür kann eine nahezu alle 
diese humanpathogenen Stämme kennzeichnende Mutation mit resultierender gesteigerter 
Virulenz angesehen werden (Brault 2009). Linie-2-Isolaten wird eine geringe Pathogenität 
und ein auf Afrika begrenztes Auftreten zugeschrieben (Calistri et al. 2010). Neuere Daten 
führen jedoch zu der Annahme, dass auch zu dieser Linie zählende Virusstämme 
neuroinvasive Phänotypen beinhalten und sich mit schweren neurologischen Symptomen in 
Pferden und Menschen manifestieren können (Venter et al. 2009). Dies zeigt, dass die zum 
Teil vorgenommene Zusammenfassung der Stämme in sogenannte Cluster, durch die von 
der Virulenz der Stämme bei Vögeln auf die Pathogenität der selbigen beim Menschen 
geschlossen wird, nicht eins zu eins auf die phylogenetische Trennung der WNV-Linien 
übertragbar ist (Calistri et al. 2010). 
 
1.2 Virale Struktur und Replikation 
Die Familie der Flaviviridae setzt sich aus den Genera Pestivirus, Hepacivirus und Flavivirus 
zusammen. Das West-Nil-Virus zählt neben weiteren humanpathogenen Erregern wie 
Gelbfiebervirus, Dengue-Virus Typ 1-4, Japanische-Enzephalitis-Virus, St.-Louis-
Enzephalitis-Virus und Frühsommer-Meningoenzephalitis-Virus zu den Flaviviren 
(Kuno et al. 1998). Serologisch werden diese in zwölf Serogruppen unterteilt und das WNV 
dem Japanischen- Enzephalitis (JE)-Serokomplex zugezählt (Brinton 2002). 
Der Aufbau des im Durchmesser rund 50 nm großen RNA-Virus wird in Abbildung 1.2-1 auf 
Seite 4 schematisch dargestellt. Das ca. 11 kb lange positiv orientierte, einzelsträngige 
Genom wird von positiv geladenen, ikosaedrisch angeordneten Polymeren des 
Capsid-Proteins (C-Protein) umgeben und durch eine Lipidmembran umhüllt 
(Campbell et al. 2002). In dieser sind Homodimere des Hüllproteins E (Envelope-Protein) 





Das E-Glykoprotein stellt das wichtigste Oberflächenprotein für die rezeptorvermittelte 
Endozytose in die Wirtszelle dar. Intrazellulär interagieren die eingedrungenen Virionen mit 
der Membran vorhandener Endosomen, woraus die Freisetzung der RNA durch Auflösung 
der Capsid-Struktur im niedrigen pH-Milieu resultiert (Brinton 2002; Suthar et al. 2013). 
 
Abbildung 1.2-1 Schematische Darstellung der WNV-Struktur. Gelb wird eine Reihe von je drei E-Dimeren 
dargestellt, die sich fischgrätenartig auf der Lipidmembran anordnen (Diamond et al. 2009; 
Mukhopadhyay et al. 2005). Diese blau dargestellte, 4 nm dicke Lipiddoppelmembran umhüllt das im 
Durchmesser rund 25 nm große, aus multiplen Kopien des C-Proteins bestehende Nukleokapsid (grün). Es wird 
angenommen, dass eine Interaktion zwischen E und C dessen ikosaedrische Gestalt bewirkt (Brinton 2002). 
Bearbeitet Abbildung übernommen von (ViralZone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics). 
Die anschließende Translation der freigesetzten viralen RNA wird durch zelluläre Proteine im 
Zytoplasma realisiert. Der dabei genutzte Translationsapparat wird durch die Bildung von 
Cap-Bindungs-Komplexen zwischen der 5’-Cap-Struktur der viralen RNA mit zellulären 
Ribosomenuntereinheiten initiiert. Das durch Ablesen des einzigen großen offenen 
Leserahmens entstehende Polyprotein (siehe Abbildung 1.2-2 Seite 5) beinhaltet die 
genannten Strukturproteine C, M und E sowie sieben Nicht-Strukturproteine (NS1, NS2A, 
NS2B, NS3A, NS3B, NS4A, NS4B und NS5). Diese werden durch wirtseigene Enzyme und 
im weiteren Verlauf von der viralen Serinprotease NS2B-NS3 prozessiert. Die virale RNA 
dient nicht nur als mRNA für die Virusbausteine, sondern steht der viralen RNA-abhängigen 
RNA-Polymerase NS5 als Template zu Verfügung. Diese erzeugt komplementäre 
Minusstrang-RNAs, welche wiederum als Template zur Generierung neuer positiv 
orientierter, genomischer Virus-RNA genutzt wird. Die RNA-Synthese verläuft dabei 
semikonservativ und asymmetrisch (Brinton 2002). Als Besonderheit weist das Genom der 
Flaviviren als einziges der säugetierpathogenen Positiv-RNA-Viren kein polyadenyliertes 
3’-Ende auf (Brinton 2002). Das 5’-Ende ist mit einer auch bei eukaryotischer mRNA 
vorhandenen Typ I Cap-Struktur modifiziert (Wengler und Wengler 1981). Diese wird vom 
multifunktionellen NS5-Protein in seiner zweiten funktionellen Domäne, die eine 
Methyltransferase darstellt, realisiert (Hall et al. 2009). Das zweite Schlüsselenzym der 
RNA-Replikation stellt das hoch konservierte Nicht-Strukturproteine NS3 dar. Dieses besitzt 
zusätzlich zur genannten Serin-Protease-Aktivität als Heterodimer im Zusammenspiel mit 
NS2B als Cofaktor eine carboxyterminal gelegene Region, welche funktionell als 





Helikase-Funktion zugeschrieben (Borowski et al. 2001; Wengler und Wengler 1991). NS1, 
das einzige Glykoprotein unter den Nicht-Strukturproteinen, scheint variabel und auf noch 
nicht bekannte Art membranassoziiert vorzuliegen. Es wird vermutet, dass das Protein eine 
wichtige, aber bisher unbekannte Rolle während der RNA-Replikation einnimmt 
(Lindenbach et al. 2007). Dabei könnte es sich um eine Interaktion zwischen NS1 und NS4A 
handeln, die zur Initiierung der Replikation benötigt wird (Lindenbach und Rice 1999). Den 
aus dem NS2-Protein prozessierten Anteilen NS2A und NS2B, sowie NS4A und NS4B 
konnte bisher noch keine Funktion zugewiesen werden. Keines dieser hydrophoben Proteine 
weist eine konservierte Enzymcharakteristik auf, so dass ihnen eher eine unterstützende 
Funktion als Co-Faktoren bei der Virusreplikation (insbesondere NS2B) bzw. der 
Virusmorphogenese zugeschrieben wird (Brinton 2002). 
 
Abbildung 1.2-2 Polyprotein des WNV. Das für ein Polyprotein kodierende virale Genom wird terminal jeweils 
von hoch konservierten, nicht kodierenden Abschnitten flankiert, deren Sekundärstruktur den Replikationsablauf 
unterstützen. Die Positiv-RNA kann in zwei funktionelle Bereiche geteilt werden, hierbei verschlüsselt das 5’-Ende 
die AS-Sequenz der drei Strukturproteine (blau), am 3’-Ende sind die Gene für sieben Nicht-Strukturproteine 
(weiß) lokalisiert. Unterhalb des Genoms sind die entstehenden Vorläuferproteine dargestellt. Veränderte 
Darstellung nach (Lindenbach et al. 2007). 
Die Virusreplikation findet zytoplasmatisch in räumlicher Nähe zum rauen 
Endoplasmatischen Retikulum (rER) statt. Grund hierfür ist die posttranslationale 
Modifikation einzelner Strukturproteine und die anschließende Ausschleusung der 
entstandenen Viruspartikel über den sekretorischen Transportweg der infizierten Zelle durch 
Exozytose. Dabei fungiert eine C-terminale, hydrophobe Ankerdomäne des 
Vorläufermoleküls des Proteins C, das sogenannte anchC, als strukturelles Signal zur 
Verlagerung des Replikationsapparates inklusive entstehendem Polyprotein an das rER 
(Lindenbach et al. 2007). Dieser Vorgang bewirkt die Translokation des prM-Proteins ins 
rER-Lumen und ermöglicht die anchC-prM-Spaltung mit nachfolgender Glykosylierung des 
entstandenen prM-Proteins (Chambers et al. 1990). Es folgt die NS3-vermittelte, 
proteolytische Abspaltung der Signalstruktur des C-Vorläuferproteins (Lobigs 1993). Die so 
prozessierten und reifen, rund 11 kDa großen C-Protein-Monomere, bestehend aus vier 
alpha-Helix-Strukturen, lagern sich zu kompakten Dimeren zusammen (Ma et al. 2004). Eine 
auffallend asymmetrische Ladungsverteilung durch akkumulierende positiv geladene N- und 
C-terminale Aminosäurereste, räumlich durch eine hydrophobe Region getrennt, könnte 





begründen (Dokland et al. 2004; Ma et al. 2004). Dennoch ist nicht eindeutig geklärt, wie 
bzw. in welcher Tertiärstruktur das C-Protein im Viruscapsid organisiert ist (Brinton 2002; 
Lindenbach et al. 2007).  
Abbildung 1.2-3 veranschaulicht eine mögliche Tertiärstruktur des C-Protein-Monomers, 
sowie die aus Untersuchungen der C-Proteinstruktur des Dengue-Virus 2 abgeleitete 
Quartärstruktur eines WNV-C-Protein-Dimeres. 
 
Abbildung 1.2-3 C-Protein Struktur. Von links nach rechts sind abgebildet: C-Protein Monomer bestehend aus 
vier alpha-Helices; C-Protein Dimer; C-Protein-Dimer 90° um die horizontale Achse gedreht; C-Protein-Dimer 90° 
um die vertikale Achse gedreht. Grundlage für diese Grafik waren Untersuchungen der Proteinstruktur des 
DENV 2 Capsid-Proteins. Basierend auf diesen Ergebnissen ist eine Schlussfolgerung auf C-Protein-Strukturen 
anderer Flaviviren auf Grund hoch konservierter Genomsequenzen innerhalb dieser Virusfamilie möglich (Ma et 
al. 2004). Veränderte Abbildung nach (Ma et al. 2004). 
Das zuvor genannte prM stellt das Vorläufermolekül des M-Proteins dar. Mit der 
anchC-vermittelten Inkorporation des prM-Proteins in das rER erfolgt dessen 
postranslationale Modifikation. Es wird vermutet, dass die erfolgte Spaltung des 
anchC-prM-Komplexes durch die cytoplasmatische Signalpeptidabspaltung mittels viraler 
Proteasen kontrolliert wird (Lobigs 1993). Im Nachfolgenden findet die Glykosylierung der in 
prM enthaltenen Asparaginreste statt. Das prM-Protein bildet in unreifen zellassoziierten 
Virionen Heterodimere mit dem Hüllprotein-Protein E (Wengler und Wengler 1989; 
Zhang et al. 2003a; Zhang et al. 2003b). Diese Assoziation scheint wichtig für die Faltung 
des E-Proteins zu sein. Während der späteren Passage durch den transGolgi-Apparat wird 
der glykosylierte aminoterminale Anteil durch zelluläre furinähnliche Proteasen abgespalten, 
so dass ausschließlich das separierte carboxyterminale Segment als kleines nicht 
glykosyliertes M-Protein im reifen Virion verbleibt (Brinton 2002; Nowak et al. 1989; 
Wengler und Wengler 1989). Hierbei ist das reife Oberflächenmolekül M mit zwei 
hydrophoben, membran-durchspannenden Domänen verankert und liegt extrazellulär mit 
einer kurzen Ektodomäne auf (Chambers et al. 1990; Murray et al. 1993; Nowak et al. 1989). 
Das innerhalb der Flaviviren genetisch hoch konservierte E-Protein ist vor allem für die 
Wirtszellinteraktion von großer Bedeutung. Eine entsprechend hohe Immunogenität wird für 
dieses Hauptoberflächenmolekül beschrieben (Lindenbach et al. 2007; Wong et al. 2003). 





Disulfidbrücken ausbilden (Lindenbach et al. 2007; Nowak und Wengler 1987). Die 
Monomere unterliegen einer Unterteilung in drei strukturelle Domänen, hervorzuheben ist die 
ähnlich eines Immunglobulins konfigurierte Domäne III, der die Realisierung der 
Rezeptorbindung zugeschrieben wird (Mukhopadhyay et al. 2005). Die über zwei hydrophobe 
transmembrane Helices verankerten Moleküle liegen der Membran flach auf. Dabei wird 
angenommen, dass sich jeweils zwei E-Proteine zu einander parallel ausgerichteten 
Dimeren zusammenlagern (Mukhopadhyay et al. 2005). Diese Konfirmation wird 
möglicherweise im niedrig-pH-Milieu aufgehoben, so dass eine anschließende Vereinigung 
der dissoziierten Untereinheiten zu Trimeren resultieren kann (Lindenbach et al. 2007; 
Stiasny et al. 2004). 
Die Faltung des durch Glykosylierung prozessierten E-Proteins findet unter Beisein von prM 
statt. Diesem werden Chaperon-ähnliche Eigenschaften zugesprochen, die E während der 
Virusmorphogenese in einer stabilen, aber inaktivierten Form halten. Inaktiv bezeichnet 
hierbei die Funktion der Interaktion mit der Wirtszellmembran. Während der Virusreplikation 
werden nichtinfektiöse als SHA (slowly-sedimenting hemagglutinin) bekannte Viruspartikel 
aus infizierten Zellen ausgeschleust. Die verminderte Pathogenität dieser Partikel, bestehend 
aus membranständigen E-, M- sowie prM-E-Komplexen, wird durch die Wirkung des nicht 
gespaltenen prM-Proteins auf das E-Protein begründet (Brinton 2002; Nowak et al. 1989).  
Die Exozytose reifer Virionen erfolgt nach 10 - 12 Stunden aus infizierten Säugetierzellen. 
Der extrazelluläre Virustiter erreicht nach ungefähr 24 Stunden seinen Höchststand 
(Brinton 2002). Die Replikation von WNV ist in einer Vielzahl von Zellkulturen möglich, 
beispielhaft werden primäre embryonale Hühner-, Enten- und Mauszellen sowie permanente 
Zelllinien von Affen, Menschen, Schweinen, Nagern, Amphibien und Insekten aufgeführt 
(Brinton 2002). 
 
1.3 West-Nil-Virus-Erkrankung: Prädiktion, Pathogenese und 
Krankheitsbild  
Experimentelle Studien mit Pferden zeigten eine hohe Empfänglichkeit für WNV. Eins von 
zwölf der infizierten Tiere entwickelte eine schwerwiegende neurologische Manifestation in 
Form einer Enzephalomyelitis (Bunning et al. 2002). Aufgrund der hohen Sensitivität der 
Pferde ergibt sich die Annahme, dass die mittels serologischer Untersuchungen als erkrankt 
nachgewiesenen Tiere als Indikatoren für eine bestehende WNV-Zirkulation angesehen 
werden können (Ward und Scheurmann 2008). Darüber hinaus wird eine vergleichbare 
Sentinel-Bedeutung für Vögel beschrieben (Eidson et al. 2001). Diese Möglichkeit der 





phylogenetische Einordnung des zu diesem Zeitpunkt in den Vögeln vorherrschenden 
Virusstammes stützen. Es ließ sich feststellen, dass innerhalb der WNV-Stämme der Linie 1 
eine unterschiedliche Ausprägung der Pathogenität vorliegt und dies eine nochmalige 
Gruppierung der Stämme in Cluster ermöglicht. So führten Stämme innerhalb des 
europäischen-mediterran-kenianischen-Clusters zu einer sehr geringen Vogelsterblichkeit 
und wiesen eine eher gemäßigte Virulenz gegenüber Pferden und Menschen auf. Im 
Gegensatz dazu zeigten Stämme des israelisch-amerikanischen-Clusters eine 
ausgesprochen hohe Pathogenität bei Vögeln korrelierend mit vielen Infektions- sowie 
Sterbefällen bei Pferden und Menschen (Calistri et al. 2010). 
Eine humane WNV-Infektion verläuft meist asymptomatisch, wie in serologischen 
Untersuchungen retrospektiv gezeigt werden konnte (Mostashari et al. 2001). In ca. 20 % der 
Fälle entwickeln Patienten eine fieberhafte Erkrankung, das sogenannte West-Nil-Fieber. 
Dieses äußert sich nach einer Inkubationszeit von 3 bis 14 Tagen durch Auftreten von 
generellem Unwohlsein, hohem Fieber (> 39 °C), Kopfschmerzen, Myal- und Arthralgien, 
abdominellen Schmerzen, Appetitlosigkeit, Übelkeit und Erbrechen, Ermüdungs-
erscheinungen sowie Hautausschlägen und Lymphadenopathien (Del Giudice et al. 2005; 
Nur et al. 1999; Petersen und Marfin 2002). Diese unspezifischen und in ihrer Ausprägung 
differierenden Symptome beginnen meist plötzlich und halten zwischen 3 und 6 Tagen an 
(Petersen et al. 2003). In einem von 150 Fällen ergibt sich im Krankheitsverlauf eine schwere 
neurologische Manifestation, die als WNND (West Nile neuroinvasive disease) bezeichnet 
wird. Diese umfasst Meningitis, Enzephalitis und Fälle von akuter schlaffer Lähmung (AFP). 
Auffallend ist hierbei, dass die Inzidenz der schwersten Ausprägungsform mit dem Alter des 
Patienten steigt (Campbell et al. 2002). So konnte gezeigt werden, dass die Rate klinisch 
manifester ZNS-Infektionen der über 50-Jährigen die Infektionsrate der unter 50-Jährigen um 
das 20fache übersteigt. Darüber hinaus bestand ein signifikant erhöhtes Risiko der 
Altersgruppe der über 75-Jährigen, an der WNV-Infektion zu versterben (Nash et al. 2001). 
Neben Alter werden Immunsuppression, Diabetes mellitus und Alkoholabusus als 
Risikofaktoren beschrieben (Bode et al. 2006). Es wird angenommen, dass bestehende 
Systemerkrankungen wie beispielsweise Bluthochdruck zu einer Funktionseinschränkung 
der Bluthirnschranke beitragen und den Übertritt des Virus in das Zentrale Nervensystem 
(ZNS) begünstigen. Als zusätzliche Voraussetzung für die ZNS-Invasion wird eine erhöhte 
Viruslast diskutiert (Campbell et al. 2002). Die auftretenden neurologischen Symptome 
begründen sich durch den Untergang infizierter Neurone, da diese der anhaltenden viralen 
Proliferation dienen. Darüber hinaus wird der hervorgerufenen Immunreaktion eine 
zusätzliche zytotoxische Wirkung zugeschrieben (Campbell et al. 2002; 





Die Letalität der neurologischen WNV-Erkrankung wird mit ca. 10 % angegeben 
(Hollidge et al. 2010). Zudem zeigen Patienten, die ihre Erkrankung überlebten, eine meist 
verlängerte Rekonvaleszenz bis hin zu persistierenden kognitiven und neurologischen 
Folgeschäden (Sejvar et al. 2003). So erreichten nur 21 % der Patienten nach einer 
West-Nil-Enzephalitis eine vollständige Genesung (Bode et al. 2006).  
Die Behandlung einer WNV-Infektion beschränkt sich bisher auf supportive Maßnahmen, da 
derzeit keine spezifischen Behandlungsmöglichkeiten mit belegter Wirksamkeit gegen 
WNV-Infektionen zur Verfügung stehen (Kramer et al. 2007; Sambri et al. 2013). Der Einsatz 
von Ribavirin, Interferon-α, WNV-spezifischem Immunglobulin oder gezielter 
antisense-Oligonukleotide wurde als spezifische Therapieoption verfolgt, allerdings umfasst 
die Datenlage hierzu bisher keine abgeschlossenen klinischen Studien (Hayes et al. 2005; 
Suthar et al. 2013).  
 
1.4 Diagnostik von West-Nil-Virus-Infektionen 
In Anlehnung an die Kriterien zur Diagnose einer neurologischen WNV-Erkrankung muss 
diese neben den klinischen besonders die virologischen Nachweismerkmale erfüllen 
(Davis et al. 2006). Der Nachweis einer WNV-Infektion kann durch die direkte Virusisolation, 
durch die Detektion viraler Nukleinsäure bzw. Antigene oder serologisch über einen 
spezifischen Antikörpernachweis geführt werden. Ersteres kann auf Grund der hohen 
Sicherheitsanforderungen (Voraussetzung Sicherheitslabor Stufe 3) nicht in jedem 
Diagnostiklabor durchgeführt werden. Der Nachweis viraler RNA durch RT-PCR besitzt vor 
allem für die Untersuchung von Blutkonserven auf eine mögliche WNV-Infektion eine hohe 
Bedeutung, ist jedoch in ihrem Nutzen zur Diagnostik einer WNV-Erkrankung limitiert, da die 
den Nachweis bedingende Virämie typischerweise bereits vor Auftreten erster klinischer 
Symptome unter die Nachweisgrenze abflacht (Davis et al. 2006). Es wird beschrieben, dass 
die ersten WNV-Replikationszyklen nach erfolgter Übertragung des Virus in den 
dendritischen Zellen der Haut (Langerhans-Zellen), welche zu den antigenpräsentierenden 
Zellen des Immunsystems gezählt werden, stattfinden und zur initialen Virämie führen 
(Campbell et al. 2002). Die durch Interleukin-1b, Tumornekrosefaktor und Zytokine 
aktivierten Langerhans-Zellen migrieren in regionale Lymphknoten und transportieren so 
Viruspartikel in das Lymphsystem (Byrne et al. 2001; Diamond et al. 2003b; 
Johnston et al. 2000). Anhand eines Maus-Modells konnte gezeigt werden, dass sich das 
Virus nachfolgend über das Lymphsystem innerhalb der ersten 4 Tage in die Milz und von 
dort über das Blut in weitere Organe bis ins ZNS ausbreiten kann (Deubel et al. 2006; 





Virämie, resultierend aus einer hohen Virusreplikation innerhalb des Retikuloendothelialen 
Systems (RES), beschrieben (Campbell et al. 2002).  
Generell ist ein Erregernachweis aus dem Blut oder der zerebrospinalen Flüssigkeit denkbar. 
Eine sichere Diagnose ist jedoch, bedingt durch die kurzen Phase der nachweisbaren 
Virämie, unwahrscheinlich (Davis et al. 2006). Aufgrund dessen stellt die serologische 
Blutuntersuchung zum Nachweis antiviraler Antikörper das primär genutzte Verfahren zur 
WNV-Diagnostik dar (Dauphin und Zientara 2007). Dabei ist die schnelle und kostengünstige 
ELISA-Methode von Vorteil. Hierbei können drei Varianten unterschieden werden: 
IgG-ELISA, IgM antibody-capture ELISA (MAC-ELISA) und Epitop-Blocking ELISA, deren 
Nachweisprinzip häufig auf der Detektion von Antikörpern, die sich gegen das Protein E 
richten, basieren (Dauphin und Zientara 2007). Aufgrund der hohen Konservierung des 
E-Proteins und der resultierenden Kreuzreaktivität innerhalb der Familie der Flaviviren ist die 
Spezifität dieser Verfahren jedoch begrenzt (Calisher 1989). Folglich wird bei positiv 
getesteten Serum- bzw. Liquorproben zur eindeutigen Identifikation des WNV als Erreger die 
Durchführung eines Plaque-Reduktions-Neutralisations-Tests (PRNT) benötigt 
(de Filette et al. 2012). Dieser bestätigende Test dient zum Ausschluss einer Infektion durch 
einen anderen möglichen Erreger der Serogruppe, setzt aber einen Laborarbeitsplatz mit 
einer S3-Sicherheitsstufe voraus (Wong et al. 2003). Alternativ zu den bisher genannten 
Nachweisverfahren, wären noch der indirekte Immunfluoreszenztest (IFT), der 
Komplement-Fixationstest (CFT) und der Hämagglutination-Inhibitionstest (HI) zur 
Infektionsdiagnostik denkbar. Jedoch sind vor allem die zuletzt genannten Methoden wenig 
sensitiv, so dass diese kaum noch angewendet werden.  
Trotz der unzureichenden Spezifität wird der MAC-ELISA als bestmögliche Methode zum 
Nachweis der in der frühen WNV-Erkrankungsphase gebildeten IgM-Antikörper beschrieben 
(Dauphin und Zientara 2007; Papa et al. 2011b). Dennoch sind nachgewiesene 
IgM-Antikörper nicht mit einer akuten Infektion gleichzusetzen, da eine Persistenz 
entsprechender IgM-Titer bei bis zu 50 % der Patienten mit einer durchgemachten 
neuroinvasiven WNV-Infektion länger als 8 Monate nach Genesung beschrieben wird 
(Roehrig et al. 2003).  
Um der weiteren Ausbreitung des WNV entgegenzuwirken, wird intensiv an der Entwicklung 
serologischer Testsysteme mit höherer Spezifität gearbeitet. Dabei wurde entweder das 
ELISA-Nachweisverfahren modifiziert (Herrmann et al. 2005) oder nach WNV-spezifischen 
Antigenen mit verminderter Kreuzreaktivität gesucht. Beschrieben werden unter anderem 
Methoden basierend auf der Domäne III des E-Proteins (Beasley et al. 2004), rekombinantem 
prM-E-Protein (Hogrefe et al. 2004), virusähnlichen Partikeln (VLP) (Davis et al. 2001; 
Holmes et al. 2005) oder in E. coli exprimierter, rekombinanter Nicht-Strukturproteine NS1 





Vor allem der Einsatz der VLPs als Antigene im MAC-ELISA zeigt eine signifikant höhere 
Spezifität bei vergleichbarer Sensitivität im Gegensatz zu den herkömmlich aus 
virusinfizierten Zellkulturen bzw. Gehirngewebe von Mäusen gewonnenen Antigenen 
(Holmes et al. 2005). Gebildet werden die VLPs in transformierten Vero-Zellen durch 
eigenständige Zusammenlagerung von prM- und E-Proteinen, die in ihren strukturellen und 
physiochemischen Eigenschaften den bei der Virusreplikation in vivo entstehenden 
nichtinfektiösen Viruspartikeln (SHA) entsprechen (Holmes et al. 2005). Dennoch zeigt sich 
auch unter Verwendung von VLPs eine vorhandene Kreuzreaktivität. Diese könnte 
möglicherweise durch die Identifikation und Modifikation der kreuzreaktiven Epitope dieser 







Im Hinblick auf die voranschreitende Ausbreitung des West-Nil-Virus besteht die 
Notwendigkeit, die Spezifität der existierenden immunologischen Testsysteme weiter zu 
entwickeln (Papa et al. 2011b; Sanchini et al. 2013). Zur eindeutigen Diagnostik würde sich 
ein ELISA-Verfahren mit WNV-spezifischen Antigenen eignen, die keine serologische 
Kreuzreaktivität zwischen verwandten Viren detektieren. Eine eindeutige Subtypisierung des 
West-Nil-Virus innerhalb der JE-Serogruppe wäre so möglich.  
Grundlage dieser Arbeit stellen mit Hilfe bioinformatischer Algorithmen von Frau Dr. P. Fiebig 
vorhergesagte potenzielle B-Zell-Epitope innerhalb der Strukturproteine C und prM dar. 
Charakterisiert werden diese Bereiche durch ihre innerhalb der WNV-Linien konservierten 
Sequenzen, die gleichzeitig einen ausreichenden Sequenzunterschied zu anderen Flaviviren 
aufweisen. Diese Epitopbereiche sollen mit Hilfe eines geeigneten Expressionssystems als 
Polypeptide Cnat, Cme und prM exprimiert und in gereinigter Form im Maus-Modell auf ihre 
Immunogenität getestet werden. Gleichzeitig wird ihre Verwendbarkeit als Antigen im 
indirekten ELISA-Testsystem geprüft. 
 
Im Einzelnen werden in dieser Arbeit folgende Ziele verfolgt: 
1. Expression und Reinigung der ausgewählten Proteinsequenzen in der methylotrophen 
Hefe P. pastoris. Neben der Umschreibung der proteincodierenden Sequenzen in cDNA 
durch reverse Transkription, der Herstellung geeigneter Expressionsplasmide und 
Transformation der Zellen beinhaltet dies die Bestimmung der optimalen Expressions-
bedingungen und die Anpassung der Parameter für die Reinigung der Polypeptide. 
2. Expression und Reinigung der ausgewählten Proteinsequenzen in E. coli. Dies 
beinhaltet die Herstellung geeigneter Expressionsplasmide, die Transformation der 
Zellen und die Bestimmung der optimalen Expressionsbedingungen. Im Anschluss ist 
die Reinigung über Amylose-Affinitätschromatographie, die Spaltung des gereinigten 
MBP-Fusionsproteins mittels Faktor Xa und die Isolation des Zielpeptids über 
Metall-Affinitätschromatographie aus dem Proteingemisch vorgesehen. 
3. Untersuchung der Immunogenität der rekombinanten Polypeptide im Mausmodell Balb/c. 
Die Analyse der murinen Seren erfolgt mittels ELISA. Dabei sollen die eventuell 
gebildeten Antikörper über die rekombinanten Antigene detektiert sowie der 
virusspezifische Antikörperanteil bestimmt werden. 
4. Prüfung der rekombinanten Peptidantigene auf ihre Verwendbarkeit in einem 






2.1 Versuchstiere, Bakterien-, Hefe- und Virusstämme 
Tabelle 2.1-1 Versuchstiere. 
Versuchstier Bezugsquelle 
Balb/c-Maus Medizinisch-Experimentelles Zentrum, Universität Leipzig 
 
Tabelle 2.1-2 Bakterienstämme. 
Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle 
E. coli Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74  nupG recA1 araD139  Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ 
Institut für Virologie, 
Universität Leipzig 
E. coli BL21 (DE 3) F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3) 
pLysS(cmR) 
Institut für Virologie, 
Universität Leipzig 
 
Tabelle 2.1-3 Hefestämme. 
Hefestamm Genotyp Bezugsquelle 
GS 115 his4 Invitrogen Life Technologies 
SMD 1168H his4, pep4 Invitrogen Life Technologies 
 
Tabelle 2.1-4 Virusstämme. 
Virusstamm Akzessionsnummer  Bezugsquelle 
WNV NY 2000-crow 3356 AF 404 756 Bernhard-Nocht-Institut für 
Tropenmedizin, Hamburg 
 
2.2 Vektoren und Oligonukleotide 
Tabelle 2.2-1 Vektoren. 
Bezeichnung Eigenschaften 
pAOXα-mut Hefeexpressionsvektor, basierend auf pGAPZαC (Invitrogen), wobei 
der GAP-Promotor durch den AOX-Promotor ersetzt wurde; 






pCR2.1-Cme-WNV Derivat des Vektors pCR2.1, in welchen die codierende Sequenz 
von Cme eingefügt wurde. Das Cme-Plasmid wurde von der Firma 
Eurofins MWG Operon hergestellt. 
pMAL-c2X Bakterienexpressionsvektor der Firma New England Biolabs zur 
cytoplasmatischen Expression von MBP-Fusionsproteinen 
pMAL-p2X Bakterienexpressionsvektor der Firma New England Biolabs zur 
periplasmatischen Expression von MBP-Fusionsproteinen 
 
Tabelle 2.2-2 Primer mit integrierten Schnittstellen für Restriktionsenzyme (unterstrichen) und 
Histidin-Tag Region (kursiv).  
Bezeichnung Sequenz 5’→ 3’    TM Verwendung 





C-sense GTA CTC GAG AAG AGA GAG GCT 





C-antisense CAT GCG GCC GCT CTT TTC TTT 




prM-sense GTA CTC GAG AAG AGA GAG GCT 





prM-antisense CAT GCG GCC GCA TCC ATT GCT 




Cme/Cnat EcoRI s ATA GAA TTC GGA ATG CCC CGC 




Cme/CnatHind3 as TAT AAG CTT TTA ATG ATG ATG 
ATG ATG ATG TCT TTT CTT TTG 




pAOX TT GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC 57,9 °C Kolonie PCR 
pGAPZ Seq1 TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA A 56,6 °C Kolonie PCR 
pMAL Seqfor 
CAA CAA TAA CAA TAA CAA CAA 
CC 





Bezeichnung Sequenz 5’→ 3’    TM Verwendung 
pMAL Seqrev GGG TAA CGC CAG GGT TTT C 59,5 °C Kolonie PCR 
 
2.3 Reagenzsysteme, Standards und Enzyme 
Der Einsatz aller Enzyme erfolgte im dazugehörigen Puffersystem bzw. nach Angaben des 
Herstellers. 
Tabelle 2.3-1 Reagenzsysteme. 
Bezeichnung Lieferant Artikelnummer 
Big Dye Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit 
Applied Biosystems 4337450 
Pichia Easy Comp Kit Invitrogen Life 
Technologies 
45-0373 
pMAL Protein Fusion and Purification 
System 
New England BioLabs E8000S 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 72106 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 28704 
 
Tabelle 2.3-2 Standards. 
Bezeichnung Lieferant Artikelnummer 
Bovine Gamma Globulin (2 mg/ml) Bio-Rad 500-0208 
Gene Ruler 1 kb DNA-Ladder Fermentas SM0311 
Gene Ruler 50 bp DNA-Ladder Fermentas SM0371 
Gene Ruler LR DNA-Ladder Fermentas SM1191 
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas SM0671 
 
Tabelle 2.3-3 Enzyme. 
Bezeichnung Lieferant Artikelnummer 
AMV-Reverse Transkriptase Promega M510A 
Endo Hf New England BioLabs P0703S 








Bezeichnung Lieferant Artikelnummer 
KOD Hot Start DNA-Polymerase Novagen 71086-EA 
Platinum-Taq-DNA-Polymerase Invitrogen Life 
Technologies 
10966034 
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase Stratagene 600670 
Restriktionsenzyme und Puffer Fermentas  
RiboLockTM RNase Fermentas EO0831 
T4 DNA-Ligase (5 Weiss U/µl) Fermentas EL0331 
Zymolase Zymo Research E1004 
 
2.4 Antikörper 
Tabelle 2.4-1 Antikörper. 
Bezeichnung Lieferant Artikelnummer 
Kaninchen-anti-Human Immunglobulin 
(polyklonal; HRP-konjugiert); 1,3 g/l 
Dako Cytomation P0214 
Kaninchen-anti-Maus Immunglobulin 
(polyklonal; HRP-konjugiert); 1,3 g/l 
Dako Cytomation  P0260 
Maus-anti-(His)6-Tag-Immunglobulin 
(monoklonal; unkonjugiert); 2 mg/ml 
Dianova  Dia900 
Ziege-anti-Maus-Immunglobulin F(ab)2 
(polyklonal, FITC konjungiert), 1 g/l 
Dako Cytomation F0479 
 
2.5 Feinchemikalien und Reagenzien 
Tabelle 2.5-1 Feinchemikalien und Reagenzien. 
Bezeichnung  Lieferant  Artikelnummer  
Aceton  Roth  9372.6  
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)  Roth  3029  
Agarose: Agarose Elektrophoresis Grade 
               SeaKem LEAgarose  
Roth Biozym  
2267 
840004  





Bezeichnung  Lieferant  Artikelnummer  
Ammoniumpersulfat (APS)  AppliChem  A2941  
Ampicillin-Natriumsalz  Applichem  A0839  
Amylose New England BioLabs E8021S 
Aqua ad injectabilia (dH2OB)  Braun  PZN3113087  
D-(+)-Biotin  Roth  3822  
Bovines Serumalbumin (BSA)  Sigma  A4503  
Bradford-Reagenz Bio-Rad 500-0006 
Bromphenolblau  Fluka  18040  
Calciumchlorid Dihydrat (CaCl2 2H2O)  Fluka  21097  
dNTP-Set (ATP, CTP, GTP TTP je 100 mM) Fermentas  R0186  
1,4-Dithiothreitol (DTT)  AppliChem  A1101  
Dimethylsulfoxidlösung (DMSO, 99,5 %ig)  Sigma Aldrich  D5879  
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)  Roth  8043  
Essigsäure  Roth  3738  
Ethanol absolut  J.T.Baker  8228  
Ethidiumbromid Sigma E8751 
Formaldehyd (37 %ig)  Roth  4979  
GERBU Adjuvans 10  Gerbu  30.100.006  
D-(+)-Glukose  Roth/ AppliChem  X997/ A3594  
Glycerol Roth  7530 
Harnstoff  AppliChem  A1049  
Hefeextrakt  Roth  2363  
Hi-Di-Formamide  Applied Biosystems  4311320  
HPLC-Wasser  Roth  A511  
Imidazol  AppliChem  A3635  
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) AppliChem A1008,0005 
Kaliumacetat (CH3COOK)  Roth  T874  
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  AppliChem  A2946  





Bezeichnung  Lieferant  Artikelnummer  
Kaliumchlorid (KCl) AppliChem A2939 
Kaliumsulfat (K2SO4)  Roth  CN79  
Loading Dye (6x)  Fermentas  R0611  
Luminol Sodium Salt  Sigma  A4685  
Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat (MnCl2 4H2O)  Roth  T881  
β-Mercaptoethanol  Sigma  M7522  
Magermilchpulver  Vitalia  
Magnesiumsulfat (MgSO4 7H2O) Sigma M1880-500G 
Methanol  Roth  CP43  
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS)  Roth  9679  
Natriumacetat (CH3COONa)  AppliChem  A4555  
Natriumazid (NaN3)  AppliChem  A1430  
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  AppliChem  A1352  
Natriumchlorid (NaCl)  Roth  P029  
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat 
(NaH2PO4 H2O)  
AppliChem  A7261  
di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  AppliChem/ Roth  A2943/ P030  
Natriumhydroxid (NaOH)  Roth  6771  
Natriumthiosulfat Pentahydrat  AppliChem  A3822  
Ni-NTA Agarose  Qiagen  30210  
PBS 10x (ohne Ca2+ und Mg2+)  Gibco  70013  
p-Coumaric acid  Sigma  C9008  
Pepton aus Casein  Roth  8986  
Poly-L-Lysin Sigma P9155 
Rubidiumchlorid (RbCl)  Fluka  83980  
D-Saccharose  AppliChem  A4734  
Salzsäure (37 %ig; HCl)  Applichem  A0659  
Schwefelsäure (1 N, H2SO4)  Roth  K027  





Bezeichnung  Lieferant  Artikelnummer  
Sodium dodecylsulfate (SDS)  Roth/ AppliChem  2326/ A1112  
D-Sorbitol  Roth  6213  
Trichloressigsäure (TCA)  Merck  3744  
Tricin  Roth  6977  
Trifluoressigsäure (TFA)  Merck  1.08178  
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB)  AppliChem  A3840  
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS)  Roth  5429  
TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCl)  Roth  9090  
Triton X 100 Ferak Berlin  
Tween 20  AppliChem  A4974  
Wasserstoffperoxid (30 %ig, H2O2)  Sigma  216763  
Yeast Nitrogen Base (YNB)  Fluka  51483  
Zeocin  Invitrogen  R250-01  
Zitronensäure Monohydrat (C6H8O7 H2O)  Roth  1818  
 
2.6 Puffer und Lösungen 
Die Sterilität der Lösungen und Puffer wurde durch Autoklavieren (121 °C; 2171 mbar; 1,5 h) 
oder Sterilfiltration durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,2 μm sichergestellt. Die im 
Nachfolgenden verwendete Bezeichnung „Reinstwasser“ bzw. „dH2O“ steht für deionisiertes 
Wasser. Zur pH-Wert-Einstellung dienten 5 M NaOH und 5 M HCl; Abweichungen werden 
gesondert aufgeführt. Die nicht in Tabelle 2.6-1 beschriebenen Puffer und Lösungen werden 
im entsprechenden Methodenabschnitt aufgeführt. 
Tabelle 2.6-1 Puffer und Lösungen. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Biotin (0,02 %ig)  0,02 % (w/v) Biotin in dH2O lösen, steril filtrieren  
Eindeckmedium  10 % Glycerin in 1x PBS  
D-Glukose-Lösung (20 %ig)  20 % (w/v) D-Glukose in dH2O lösen, autoklavieren  
10x Faktor Xa-Puffer 200 mM TRIS-HCl pH 7,4, 20 mM CaCl2, 1 M NaCl 
1 M Kaliumphosphatpuffer 13,2 % (v/v) 1 M K2HPO4, 86,8 % (v/v) 1 M KH2PO4, pH 6 






10x PBS (Stammlösung)  1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 80 mM Na2HPO4 2H2O, 18 mM 
KH2PO4 in dH2O, pH 7,4; Gebrauchslösung: 1x  
Transformationspuffer I (Tfp I) 30 mM K-Acetat, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2·2H2O, 
50 mM MnCl2 4H2O, auf 60 % des Gesamtvolumens mit 
dH2O auffüllen, mit 10%iger Essigsäure pH-Wert 5,8 
einstellen, 15 % (v/v) Glycerin zugeben und mit dH2O auf 
Endvolumen auffüllen, steril filtrieren  
Transformationspuffer II (Tfp II) 10 mM MOPS, 75 mM CaCl2 H2O; 10 mM RbCl, auf 50 % 
des Gesamtvolumens mit dH2O auffüllen, mit 1 M KOH 
pH-Wert von 6,5 einstellen,15 % (v/v) Glycerin zugeben 
und auf Endvolumen mit dH2O auffüllen, steril filtrieren  
50x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer 
(TAE)  
2 M TRIS, 5,71 % (v/v) Essigsäure, 100 mM EDTA in 
dH2O, pH 8,5  
Tris-Glukose-Lösung 30 mM Tris, 20 % (w/v) Glukose in dH2O, pH 8 
1,2 M TRIS-HCl-Puffer, pH 8,3  1,2 M TRIS-HCl in dH2O, pH 8,3, autoklavieren  
YNB (13,4 %ig)  13,4 % (w/v) YNB in dH2O lösen, steril filtrieren 
 
2.7 Nährmedien 
Zur Gewährleistung der Sterilität der verwendeten Medien und Lösungen erfolgte vor deren 
Gebrauch ein Autoklavierungsschritt bei 121 °C und 2171 mbar für 1,5 h. Bei Glukose 
enthaltenden Medien schloss sich die Zugabe dieser an das Autoklavieren an. Dazu wurde 
separat autoklavierte 20 %ige-(w/v)-Glukoselösung in entsprechender Menge zugesetzt. 
I Nährmedien für Bakterienkulturen 
Die genaue Zusammensetzung der Nährmedien für Bakterienkulturen führt Tabelle 2.7-1 auf. 
Zur Herstellung von LB-Agar wurde das entsprechende Medium zusätzlich mit 1,5 % (w/v) 
Agar-Agar versetzt und autoklaviert. Die Zugabe der Selektionsmarker erfolgte streng in 
abgekühltes Medium, um einen Wirkungsverlust zu vermeiden. Je nach Verwendungszweck 
wurde Ampicillin oder Zeocin (Endkonzentration 25 µg/ml bzw. 100 µg/ml) zugesetzt. 
Tabelle 2.7-1 Nährmedien zur Bakterienkultivierung. 
Medium Zusammensetzung 






Low Salt LB Medium 1 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl; 
pH 7,5  
Expressionsmedium 1 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl,  
0,2-1 % (w/v) D-Glukose 
SOC-Medium 2 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) NaCl, 
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM D-Glukose; pH 7,0 
 
II Nährmedien für Hefekulturen 
Auf Basis von 2 % (w/v) Pepton und 1 % (w/v) Hefeextrakt in dH2O gelöst, erfolgte die 
Herstellung aller Medien durch Zugabe der in Tabelle 2.7-2 verzeichneten Komponenten. Zur 
Herstellung von YPD- oder YPDS-Agar-Anzuchtplatten wurde 1,5 % (w/v) Agar-Agar dem 
jeweiligen Medium hinzugefügt. Als Selektionsmarker diente zugesetztes Zeocin (100 µg/ml). 
Tabelle 2.7-2 Nährmedien zur Hefekultivierung. Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD)-Basismedium und 
Ergänzungen. 
Medium Zusammensetzung 
YPD 2 % (v/v) D-Glukose  
YPDS 2 % (v/v) D-Glukose; 1 M Sorbitol 
YPGly 2 % (v/v) Glycerin 
YPM pH 8  1,34 % (w/v) YNB, 2 % Methanol; 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6 
BMMY pH 6 100 mM Kaliumphosphatpuffer, 1,34 % (v/v) YNB, 4 x 10-5 % (v/v) Biotin, 
2 % Methanol 
 
2.8 Verbrauchsmaterialien und Technische Ausstattung 
Tabelle 2.8-1 Verbrauchsmaterialien. 
Bezeichnung Lieferant 
Deckgläser (Ø 13 mm und 24 x 60 mm)  Roth  
Diagnostika-Objektträger (12 Feld)  Roth  
D-Salt Polyacrylamide Desalting column  Thermo Scientific 
EconoColumn (2 ml, 8 ml, 49 ml)  Bio-Rad  
Einmalküvetten (Polysterol, 1,5 ml)  Roth  






Einmalspritzen (1 ml, 10 ml, 20 ml)  BD Bioscience/ Braun 
Einmalkanülen 26 G x 1’  Braun  
Filterpapier  Whatman  
Gewebekulturplatten (6 Well, 24 Well, 96 Well)  Greiner Bio-One/ Sarstedt  
Mikroröhrchen mit Verschluss (2 ml) Sarstedt  
Objektträger (76 x 26 mm)  Roth  
Parafilm „M“  Roth  
Pasteurpipette 3 ml FALCON  BD Bioscience  
Pipettenspitzen (universal; 10 μl, 200 μl, 1000 μl)  Greiner Bio-One  
Pipettenspitzen (mit Filter; 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl) Greiner Bio-One 
PP-Teströhrchen (15 ml, 50 ml)  Greiner Bio-One/ Sarstedt  
PP-Röhrchen für Bakterienkultivierung  Greiner Bio-One  
Roti-PVDF  Roth  
pH-Indicator strips pH 0-14  Merck  
Reaktionsgefäß 0,2 ml  Greiner Bio-One  
Reaktionsgefäß 1,5 ml  Sarstedt/ Eppendorf  
Roti-Spin Mini 3 (0,5 ml, 3 kDa)  Roth  
Sterilfilter (0,22 μm, 0,45 μm)  Roth  
Spritzen Discardit II (10 ml, 20 ml ) BD Bioscience  
Vivaspin (20 ml, 5 kDa)  Sartorius  
96 Well Microlon Microplatte  Greiner Bio-One  
96 Well Polysorp Microplatte Nunc 
 
Tabelle 2.8-2 Technische Ausstattung. 
Gerät Bezeichnung Lieferant  













Gerät Bezeichnung Lieferant  
Digitalkamera  DC 200 Leica 
Elektrophoresekammer 
für Agarosegele  
Mini Sub Cell 




Mini Protean Bio-Rad 
Elektrophorese-
stromgeber 
Power Pac 300 
Power Pac 3000 
Bio-Rad 
ELISA-Reader Sunrise Tecan 
Eismaschine AF-20 Scotsman 










B. Braun Biotech 
International 
Kelvitron T  Heraeus Instruments  
Inkubator für 
Hefekultivierung 
GFL 3033 WTB Binder 
Zellkulturinkubator Steri-Cult Forma Scientific 
Kühlschränke  Liebherr 
Heizplatte/ 
Magnetrührer  
MR3000  Heidolph Instruments 
Mikroskope 
Fluoreszenzmikroskop DM IRB 
Fluoreszenzmikroskop DMRA 
Fluoreszenzmikroskop DMRB 
Inverses Stereomikroskop DMIL 
Konfokalmikroskop LEICA TCS Sp2 
Leica 
Mikrowelle Panasonic Pro II 1400 Matsushita electric 
Industrial Co, Ltd. 
Nassblot-Apparatur  Mini Trans Blot  Bio-Rad  





Gerät Bezeichnung Lieferant  
pH-Meter  pH 540 GLP  Wissenschaftlich 
Technische Werkstätten  
Photospektrometer  NanoDrop peQLab Biotechnologie 
SmartSpec 3000  Bio-Rad  
Pipettierhilfen Pipetten Modell Pipetman Gilson Hirschmann 
Laborgeräte Pipetus-Akku 
Reinstwasseranlage  Milli-Q synthesis A10 Millipore Corporation  
Schüttler  Edmund Bühler  
Sequenziergerät  ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems  








Tiefkühlschrank  -86 °C Freezer Forma Scientific  
Vortexer  Vortex Genie 2  Scientific Industries  
Waage  BP 211 D  






Zentrifugen Tischzentrifuge 5147R 
Laborzentrifuge 1K15 
Ausschwingzentrifuge Rotina 46R 
Vakuumzentrifuge Speed Vac 










3 Methoden  
3.1 Molekularbiologische Methoden  
3.1.1 Reverse Transkription 
Um die ausgewählten Regionen innerhalb der West-Nil-Virus Gene C und prM amplifizieren 
zu können, erfolgte zunächst die reverse Transkription der RNA in cDNA unter Verwendung 
des Primers RT-WNV-C/prM. Hierfür stand aus West-Nil-Virus isolierte, positiv orientierte 
RNA zur Verfügung. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zeigt Tabelle 3.1.1-1. 
Die zuvor für 60 sec bei 65 °C denaturierte RNA wurde zum Reaktionsansatz hinzugefügt 
und dieser für 1 h bei 58 °C inkubiert. 
Tabelle 3.1.1-1 Standardreaktionsansatz für reverse Transkription. 
Reagenz Menge 
5 x PCR-Puffer  4,0 μl  
dNTP  2,5 μl  
Primer 1 (10 μM)  3,0 μl  
AMV-Reverse Transkriptase 1,0 μl (10 U/µl) 
RNA  5,0 µl  
RNase Inhibitor 0,5 µl  
dH2OB  auf 20 μl Gesamtvolumen auffüllen  
 
3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Das Verfahren der PCR dient unter Verwendung zweier synthetisch hergestellter 
Oligonukleotidsequenzen (Primer) zur gezielten Amplifikation einer geringen Menge 
Ausgangs-DNA in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen. 
I Amplifikation der proteincodierenden Genabschnitte  
Zur Vervielfältigung der Gensequenz der ausgewählten Epitope diente die PfuUltra II Fusion 
HS DNA Polymerase oder die KOD Hot Start DNA-Polymerase. Diese Enzyme besitzen eine 
3’-5’-Exonukleaseaktivität, welche eine nützliche Korrektureigenschaft darstellt. Nach 
Empfehlungen des jeweiligen Herstellers (vgl. Tabelle 2.3-3) wurden Reaktionsansatz und 
PCR-Programm entsprechend angepasst. Sofern MgSO4 nicht im 10 x Puffer enthalten war, 





Zusammensetzung eines Standardamplifikationsansatzes dar. Als Ausgangsmaterial diente 
die dem jeweiligen Protein entsprechende, durch reverse Transkription erhaltene cDNA. 
Tabelle 3.1.2-1 Standardamplifikationsansatz. 
Reagenz Menge 
10x PCR-Puffer  5,0 μl  
dNTP  1,0 μl  
Primer 1 (10 μM)  1,0 μl  
Primer 2 (10 μM)  1,0 μl  
Polymerase  1,0 µl  
cDNA   5,0 µl   
dH2OB  auf 50 μl Gesamtvolumen auffüllen  
 
Zur Optimierung der Anlagerungsbedingungen wurde ein zweistufiges PCR-Programm 
genutzt, so dass trotz des 5’-Überhangs und der resultierenden inkompletten 
Bindungsmöglichkeit eine spezifische Primerhybridisierung möglich war. Tabelle 3.1.2-2 gibt 
eine Zusammenfassung über Matrizen, genutzte Primer und PCR-Programme, um die 
Amplifikate prM, Cnat und Cme für die Klonierung in den Hefeexpressionsvektor zu 
generieren. Tabelle 3.1.2-3 auf Seite 27 zeigt die Amplifikationsmodalitäten der 
Genfragmente Cnat und Cme zur Klonierung in die bakteriellen Expressionsvektoren. 
Tabelle 3.1.2-2 Amplifikation der trunkierten Strukturproteinsequenzen zur Klonierung in den Hefe-
expressionsvektor pAOXα-mut. 
Amplifikat PCR-Programm 






  6x (95 °C 20’’; 58 °C 10’’; 70 °C 10’’); 

















Tabelle 3.1.2-3 Amplifikation der trunkierten Strukturproteinsequenzen zur Klonierung in die bakteriellen 
Expressionsvektoren pMALc2X und pMALp2X. 
Amplifikat PCR-Programm 






  6x (95 °C 20’’; 61 °C 20’’; 72 °C 20’’); 








  6x (95 °C 20’’; 62 °C 20’’; 72 °C 15’’); 
24x (95 °C 20’’; 69 °C 20’’; 72 °C 15’’); 
72 °C 3’ 
 
II Kolonie-PCR  
Die Kolonie-PCR wurde zum Nachweis positiv selektierter Bakterien- bzw. Hefe-
transformanden genutzt und diente zur Verifizierung der in das Hefegenom integrierten 
Fremdgene Cme, Cnat und prM bzw. der in E. coli eingebrachten Fremdgene Cnat und 
Cme. Die PCR-Reaktionen wurden standardisiert mit der Platinum-Taq-DNA-Polymerase in 
einem Gesamtvolumen von 20 µl durchgeführt. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes 
ist in Tabelle 3.1.2-4 aufgeführt. 
Tabelle 3.1.2-4 Kolonie-PCR-Standardreaktionsansatz. 
Reagenz Menge 
10x PCR-Puffer  2,0 μl  
dNTP (je 8 mM) 0,8 μl  
Primer 1 (10 μM)  0,5 μl  
Primer 2 (10 μM)  0,5 μl  
Platinum-Taq-Polymerase 2,5 U 
DNA  10-50 ng  
dH2OB  auf 20 μl Gesamtvolumen auffüllen  
 
Die auf den Selektionsplatten gewachsenen Kolonien wurden nummeriert; ausgewählte 
Klone zu einem Teil mit einer sterilen Pipettenspitze entnommen und als Matrizenmaterial in 
das PCR-Reaktionsgefäß überführt. Um Kontaminationen des PCR-Ansatzes 
auszuschließen, wurde stets eine mit dH2OB statt DNA versetzte Negativkontrolle mitgeführt. 





pMAL-c2XAviSeqrev und pMAL-c2XAviSeqfor. Zur Testung der Hefetransformanden wurden 
die Primer pGAPZ Seq1 und pAOX TT genutzt (vgl. Tabelle 2.2-2). Im nachfolgenden 
PCR-Programm wurde je nach Länge des Amplifikates die Elongationszeit (Y) angepasst. 
Die Anlagerungstemperatur (X) wurde in Abhängigkeit von der mittleren Schmelztemperatur 
der verwendeten Primer gewählt: 
95 °C 3’; 30x (95 °C 30’’; X °C 20’’; 72 °C Y’’); 72 °C 10’. 
3.1.3 DNA-Sequenzierung 
Zur Analyse von DNA-Sequenzen wurde das Reagenzsystem Big Dye Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems) genutzt, dessen Prinzip auf der Didesoxymethode nach 
Sanger beruht (Sanger et al. 1977). Hierbei führen eingebaute fluoreszenzfarbstoffmarkierte 
2,3-Didesoxynukleotide bei der Neusynthese zu einem Kettenabbruch, die so entstandenen 
unterschiedlich langen DNA-Stränge werden ihrer Größe nach aufgetrennt und entsprechend 
ihrer Fluoreszenz erfasst. Der Reaktionsansatz, bestehend aus 4 μl Dye Terminator Reaction 
Mix, 2 µl des entsprechenden Primers (10 µM) und 200-500 ng DNA, wurde mit HPLC-H2O 
auf ein Gesamtvolumen von 10 μl aufgefüllt und wie folgt im PCR-Gerät inkubiert: 
96 °C 2’’; 25 x (96 °C 10’’; 55 °C 20’’; 60 °C 4’’); 60 °C 4’’. 
Im Anschluss erfolgte eine Ethanolfällung des Sequenzieransatzes durch die Zugabe von 
70 μl HPLC-H2O, 10 μl 3 M Natriumacetat (pH 4,6 - 6,8) und 250 μl 100 %igen Ethanol bei 
Raumtemperatur. Das durch 35 min Zentrifugation bei 22 °C und 20800 x g erhaltene Pellet 
wurde nach Abnahme des Überstandes mit 250 μl 70 %igem Ethanol gewaschen und wie 
zuvor für 15 min zentrifugiert. Das in der Vakuumzentrifuge für 10 min bei 35 °C getrocknete 
Pellet wurde anschließend in 20 μl Hi-Di-Formamide für 2 h im Dunkeln gelöst und im 
automatischen Sequenziergerät ABI PRISM 310 analysiert. Eine manuelle Korrektur und 
Analyse der Sequenzen erfolgte mit der Software Chromas Lite 2.0 (Technelysium Pty Ltd) 
bzw. dem Programm Blast, angeboten auf der Internetseite www.ncbi.nlm.nih.gov. 
3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung der PCR-Produkte diente die Agarosegel-Elektrophorese. Die Konzentration 
der enthaltenen Agarose richtete sich nach der erwarteten Fragmentlänge (vgl. Tabelle 
3.1.4-1). Der in 1xTAE-Puffer gelösten Agarose wurde zur späteren Visualisierung der 
Proben Ethidiumbromid (4,5 x 10-4 mg/ml) hinzugefügt. 5 µl des Probenmaterials wurden mit 
1 µl 6x Loading Dye versetzt und in 1x TAE bei einer Spannung von 90 V aufgetrennt. Ein für 
die erwartete Fragmentlänge geeigneter Größenstandard (Gene Ruler 50 bp DNA Ladder; 
Gene Ruler 1 kb DNA-Ladder) wurde mitgeführt. Die UV-Licht-vermittelte Detektion wurde 
mit Multi Image Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation) und der dazugehörigen Software 





Tabelle 3.1.4-1 Zuordnung der Fragmentlänge zum entsprechenden Agarosegel. 
Fragmentlänge in bp Agaroseanteil (w/v) 
> 1500  0,8 % 
500 - 1500  1,0 % 
< 500 2,0 % 
 
3.1.5 DNA-Reinigung  
Die erhaltenen DNA-Fragmente nach einer PCR oder Restriktion wurden direkt aus dem 
Reaktionsansatz oder über eine Gel-Elution gereinigt. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben 
des Herstellers unter Verwendung des Reagenzsystems QIAquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen). Dabei wird doppelsträngige DNA in Gegenwart von chaotropen Salzen an Silika-
Membranen gebunden und kann anschließend eluiert werden. Abweichend zum 
Herstellerprotokoll erfolgte der Elutionsschritt erst nach einer Wartezeit von 6 Minuten mit 
50 μl nukleasefreiem Wasser (dH2OB). 
3.1.6 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die Messung der Nukleinsäurenkonzentration erfolgte spektrometrisch am Nanodrop. 
Registriert wurde dabei die Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm. 
Gemäß untenstehender Formel 3.1.6-1 ergibt die Absorptionsmessung bei 260 nm die DNA-
Konzentration. Das Verhältnis OD260 zu OD280 bestimmt zusätzlich den Grad eventueller 
Verunreinigung der DNA durch Proteine. Als optimaler Bereich für reine DNA wird ein 
Verhältnis zwischen 1,8 und 2,0 angegeben. Die Messung erfolgte mit 2 μl unverdünnter 
oder 1 zu 5 verdünnter Plasmid-DNA gegen die verwendete Elutionslösung. 
Formel 3.1.6-1 Berechnung der Nukleinsäurekonzentration. 
        V F 
 
c Nukleinsäurenkonzentration 
OD260 Optische Dichte, gemessen bei 260 nm  
V Verdünnungsfaktor 
F Multiplikator (F = 50 bei dsDNA) 
 
3.1.7 Restriktionsverdau 
Die Eigenschaft der Restriktionsendonukleasen, sehr spezifisch eine 4 bis 8 Basenpaare 
lange DNA-Sequenz zu erkennen und innerhalb dieser den Nukleinsäurestrang zu 
schneiden, findet bei verschiedenen molekularbiologischen Arbeitsschritten ihre Anwendung. 
I Restriktion von Plasmiden und PCR-Produkten 
In Vorbereitung auf das Einfügen der proteinkodierenden Gensequenz (Insert) an die 
gewünschte Stelle innerhalb des Vektors, müssen die entstehenden Enden des Plasmids 





enzymatische Restriktion erfolgte bei 37 °C für 16 h in einem Gesamtvolumen von 30 µl als 
Doppelverdau. Die Restriktion der E. coli-Expressionsplasmide (20 µg) und deren Inserts 
wurden mit EcoRI und HindIII im geeigneten Puffersystem (2x Tango) durchgeführt. Das 
Hefeexpressionsplasmid (20 µg) und entsprechende Inserts wurden mit XhoI und NotI im 
Puffersystem orange (Fermentas) inkubiert. Anschließend erfolgte die Reinigung der 
geschnittenen DNA (vgl. 3.1.5). 
II Kontrollverdau 
Der Kontrollverdau diente zur Verifizierung der korrekten Ligation der Inserts in die 
generierten Expressionsplasmide. Die Kombination der verwendeten Restriktionsenzyme 
wurde hierzu so gewählt, dass zwei gut in ihrer Größe unterscheidbare Reaktionsprodukte 
zu erwarten waren. Ein Ansatz, bestehend aus 2 µl Plasmid-DNA-Lösung, 0,2 µl des 
jeweiligen Enzyms und 1 µl des geeigneten 10x Reaktionspuffers, wurde mit dH2O auf 10 µl 
Gesamtvolumen aufgefüllt und 90 min bei 37 °C inkubiert. Die im Anschluss durchgeführte 
Agarose-Gelelektrophorese diente der Visualisierung der Restriktionsfragmente (vgl. 3.1.4). 
III Linearisierung der Expressionsplasmide 
Eine erfolgreiche Transformation von P. pastoris setzt ein linearisiertes Expressionsplasmid 
voraus. Der Restriktionsansatz mit 10 µg Plasmid beinhaltete zudem 1,5 µl BstXI, 
5 µl 10x Reaktionspuffer und dH2O entsprechend eines Gesamtvolumens von 50 µl. Die 
Inkubation erfolgte bei 37 °C über Nacht. Anschließend folgte zur Überprüfung der 
vollständigen Restriktion eine Agarose-Gelelektrophorese, an die sich ein 
DNA-Reinigungsschritt (vgl. 3.1.5) und eine Konzentrationsbestimmung (vgl. 3.1.6) 
anschlossen. 
3.1.8 Ligation 
Ziel der Ligationsreaktion ist die Klonierung des Inserts in das Plasmid. Die besten 
Ergebnisse zeigten ein eingebrachtes molekulares Plasmid-Insert-Verhältnis von 1 zu 6. Pro 
Ansatz wurden 500 ng Plasmid, die entsprechende Menge Insert, 1 µl Ligasepuffer und 
1 µl T4-Ligase (5 U/µl) eingesetzt. Auf ein Gesamtvolumen von 10 µl mit dH2O aufgefüllt, 
inkubierte der Ligationsansatz 90 min bei 22 °C. Im Anschluss folgte die Inaktivierung der 






3.2 Arbeiten mit E. coli 
3.2.1 Kultivierung und Lagerung  
Die Kultivierung der genetisch veränderten Bakterienklone fand in mit Antibiotikum 
versetztem LB-Flüssigmedium statt. Ein Teil von der bei 37 °C über Nacht schüttelnd 
inkubierten Kultur wurde abgenommen und diente im Volumenverhältnis von 1 zu 1 mit 
87 %igem Glycerol gemischt zur Stammhaltung. Die langfristige Lagerung der Glycerinkultur 
erfolgte bei -80 °C. 
3.2.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
Die zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli benötigte Zellzahldichte konnte durch eine 
stufenweise angelegte Bakterienkultur erreicht werden. Dazu erfolgte die Anzucht des 
entsprechenden Bakterienstamms in 5 ml LB-Medium bei 37 °C und 220 rpm über Nacht. 
1 ml dieser Vorkultur diente zum Anlegen von 100 ml Hauptkultur, welche bis zum Erreichen 
einer OD600 von 0,2 - 0,3 bei 37 °C schüttelnd inkubiert wurde. Es folgte eine fünfminütige 
Lagerung der Zellen auf Eis bevor diese für 10 min bei 4 °C und 690 x g sedimentiert wurden. 
An die Resuspension des Pellets in 20 ml Tfp I schloss sich ein weiterer Zentrifugations-
schritt bei 4 °C, 1360 x g für 10 min an. Nach Zugabe von 4 ml Tfp II und nochmaliger 
Inkubation für 15 min auf Eis folgte die Aufteilung der kompetenten Zellen in 50 - 100 μl 
Aliquots. Diese wurden bei -80 °C gelagert. 
3.2.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen 
Zur Transformation von kompetenten Bakterienzellen konnte auf in 50 µl Aliquots 
vorliegende, bei -80 °C gelagerte kompetente E. coli-Zellen (vgl. 3.2.2) der Stämme Top 10 
bzw. BL 21 (DE 3) zurückgegriffen werden. Zu den auf Eis getauten chemisch kompetenten 
Zellen wurde 5 µl Ligationsansatz oder 100 ng des zu vermehrenden Plasmids appliziert, für 
30 min auf Eis inkubiert und anschließend ein Hitzeschock für 45 sec bei 42 °C durchgeführt. 
Nach nochmaliger Lagerung des Ansatzes für 2 min auf Eis erfolgte die Zugabe von 300 µl 
SOC-Medium und eine Inkubation bei 37 °C und 300 rpm für 60 min. Im Anschluss wurden 
jeweils 50 µl, 100 µl und 150 µl der regenerierten Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten 
unter Zugabe des geeigneten Selektionsmarkers ausplattiert und über Nacht bei 37 °C 
inkubiert. 
3.2.4 Plasmidpräparation aus E. coli 
Für die Plasmidisolierung im kleinen Maßstab erfolgte die Anzucht des rekombinanten 
Bakterienstammes in 5 ml antibiotikahaltigem LB-Medium bei 37 °C und 220 rpm über Nacht. 
Zur präparativen Isolierung der Plasmid-DNA wurde das kommerziell erhältliche 
Reagenzsystem QIAprep Spin Miniprep Kit nach Angaben des Herstellers genutzt. Das 





Adsorption der DNA an einer Silika-Matrix unter Hochsalzbedingungen. Es schloss sich eine 
spektrometrische Messung zur Bestimmung der DNA-Konzentration (vgl. 3.1.6) und ein 
Restriktionsverdau (vgl. Punkt II unter 3.1.7) zur Verifizierung der DNA-Korrektheit an.  
3.2.5 Expression rekombinanter Proteine in E. coli 
Zur Expression der rekombinanten Proteine wurden 1-5 µl der vorhandenen Glycerinkultur 
des transformierten Bakterienklons in 10 ml des mit Ampicillin in einer Endkonzentration von 
100 µg/ml versetzten High-Salt-LB-Mediums überführt und bei 37 °C und 220 rpm als 
Vorkultur vermehrt. Am Folgetag wurden 5 ml dieser Übernachtkultur zu 500 ml Expressions-
medium (Medien vgl. Tabelle 2.7-1) hinzugegeben und für 2 - 4 h bei 37 °C schüttelnd bis 
zum Erreichen einer OD600 zwischen 0,4 und 0,8 inkubiert. Im Anschluss erfolgte die 
Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
(IPTG) mit einer Endkonzentration von 0,3 mM. IPTG bindet in einer inaktivierenden Funktion 
an den Repressor des lac-Operons und bewirkt somit eine Aktivierung der Proteinsynthese 
des Zielproteins. Nach einer Expressionszeit von 3 h unter gleichen Bedingungen erfolgte die 
Sedimentation der Zellen bei 8000 x g bei 4 °C für 20 min. Der Aufschluss der erhaltenen 
Pellets schloss sich direkt an (siehe Punkt 3.4.1). 
 
3.3 Arbeiten mit P. pastoris 
3.3.1 Kultivierung und Lagerung 
Die Kultivierung von P. pastoris erfolgte auf mit Zeocin (Endkonzentration 100 µg/ml) 
versetzten YPD-Agar-Platten. Die ausgestrichenen Zellen inkubierten für 2 - 3 Tage bei 3  °C 
in einer feuchten Kammer und konnten anschließend bei 4 °C gelagert werden. Die 
Stammhaltung machte ein regelmäßiges Überimpfen positiver Transformanden alle drei 
Monate erforderlich. Zur langfristigen Lagerung bei -80 °C wurden Glycerinkulturen angelegt, 
die aus gleichen Volumenteilen der Hefesuspension einer Übernachtkultur in YPGly-Medium 
und 87 %igem Glycerol bestanden. 
3.3.2 Herstellung kompetenter P. pastoris-Zellen 
Die Herstellung chemisch kompetenter Hefezellen der Stämme P. pastoris GS 115 und 
SMD 1168H erfolgte unter Anwendung des kommerziell erhältlichen Reagenzsystems 
Pichia Easy Comp (Invitrogen Life Technologies) Kit nach Angaben des Herstellers. Die 
kompetenten Zellen wurden in 50 µl-Einheiten fraktioniert und bei -80 °C gelagert. Eines 
dieser 50 μl-Aliquots kompetenter Hefezellen wurde seriell mit YPD verdünnt, je 100 μl der 
Zellsuspension auf YPD-Platten aufgebracht und diese bei 30 °C inkubiert. Eine Auszählung 





Transformationsprotokoll (vgl. 3.3.3) benötigten nativen Hefezellen wurden als Schüttelkultur 
in YPGly-Medium bis auf eine OD600 zwischen 15 und 30 herangezogen (Medien vgl. Tabelle 
2.7-2). 
3.3.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente P. pastoris-Zellen  
Die Transformation von kompetenten Hefezellen erfolgte unter Verwendung des 
Reagenzsystems Pichia Easy Comp Kit (Invitrogen Life Technologies) und einem in der 
Arbeitsgruppe optimierten Protokoll. Je 50 µl kompetenter P. pastoris-Zellen (vgl. 3.3.2) der 
Stämme SMD 1168H oder GS 115 wurden zu 10 µg linearisierter und vakuumgetrockneter 
Plasmid-DNA appliziert und durch Pipettieren gelöst. Es folgte die Zugabe von 200 µl 
Solution II und eine 60-minütige Inkubation bei 30 °C. Hierbei wurde der Ansatz regelmäßig 
nach 15 min mittels Vortexer gemischt. Der im Anschluss folgende Hitzeschock zur 
Steigerung der Zellwandpermeabilität erfolgte bei 42 °C für 15 min. Nach Zugabe von 1 ml 
YPD-Medium schloss sich eine weitere Inkubationszeit von 60 min bei 30 °C mit 
regelmäßiger Durchmischung aller 15 min an. Das durch den nachfolgenden 
Zentrifugationsschritt bei 1500 x g für 5 min erhaltene Pellet wurde mit 500 µl Solution III 
gewaschen, abermals pelletiert und in 50 µl Solution III aufgenommen. Ein Aliquot 
nichtkompetenter Hefezellen des gleichen Stammes (vgl. 3.3.2) wurde unter gleichen 
Bedingungen zentrifugiert, gewaschen und das Pellet anschließend in 50 µl Solution III 
aufgenommen. Unter Zugabe der nativen zu den kompetenten Zellen mit gründlichem 
Mischen, erfolgte das Ausplattieren von je 50 µl des Transformationsansatzes auf einer mit 
100 μg/ml versetzten Zeocin-YPDS-Agar-Platte. Nach einer Inkubation der Transformations-
platten von 3 - 4 Tagen bei 30 °C in einer feuchten Kammer konnten erste Kolonien detektiert 
werden. Die positiv selektierten Hefetransformanden wurden auf YDP-Agar-Platten 
(100 μg/ml Zeocin) überimpft und für weitere zwei Tage unter gleichen Bedingungen 
inkubiert. Die erfolgreiche Integration des Fremdgens in das Hefegenom wurde mittels 
Kolonie-PCR verifiziert (vgl. Punkt II unter 3.1.2). 
3.3.4 Expression rekombinanter Proteine in P. pastoris 
Zur Expression rekombinanter Proteine im kleinen Maßstab in einer 24-Kavitäten-Platte 
erfolgte die Applikation einer Pipettenspitze Zellen in 1 ml YPGly Medium pro Kavität. Diese 
Vorkultur wurde für 24 h bei 30 °C und 220 rpm schüttelnd inkubiert. Zur Induktion der 
Expression wurden die Zellen der Vorkultur 5 min bei 562 x g zentrifugiert und das Pellet in 
1 ml des gewählten Expressionsmediums (YPM oder BMMY; vgl. Tabelle 2.7-2) versetzt mit 
2 % (v/v) Methanol resuspendiert. Die Inkubation erfolgte für 24 bis 72 h bei 30 °C und 
220 rpm unter Zugabe von 2 % (v/v) Methanol alle 24 h. Die äußeren Kavitäten der Platten 
wurden mit dH2O gefüllt, um die Reduktion des Mediums durch Verdunstung zu verringern. 





erfolgte im Expressionsintervall nach 24 h, 48 h und 72 h jeweils aus 1 ml abgenommener 
Expressionskultur. Dazu wurde die Zellsuspension für 5 min bei 1780 x g zentrifugiert, das 
gewonnene Pellet einer analytischen Proteinextraktion (vgl. 3.4.2) sowie der entstehende 
Überstand einer Proteinfällung unterzogen (vgl. 3.4.3). Die auf Grundlage der im kleinen 
Maßstab erfolgten Expression ausgewählten Hefeklone wurden zur effizienten 
Proteinexpression im größeren Maßstab (100 ml Expressionskultur) induziert. Die benötigte 
Vorkultur wurde durch Anzucht des Klons in 10 ml YPGly Medium realisiert. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 h (30 °C und 220 rpm) folgte ein Zentrifugationsschritt für 10 min bei 
1780 x g und die Resuspension der Zellen in 100 ml YPM- oder BMMY-Expressionsmedium 
unter Zugabe von 2 % (v/v) Methanol. Die optimale Expressionszeit lag bei 48 h, an die sich 
ein Zentrifugationsschritt bei 1780 x g für 10 min anschloss. Die Lagerung des proteinhaltigen 
Überstandes und des Zellpellets erfolgte separat bei -80 °C. 
 
3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 Proteinextraktion aus Bakterienzellen 
I Zellaufschluss bei periplasmatischer Expression 
Grundlage des Zellaufschlusses ist, durch Veränderung der osmotischen Bedingungen die 
äußere Zellwand gramnegativer Bakterien zu zerstören und die im periplasmatischen Raum 
vorliegenden Proteine freizusetzen. Ausgangsmaterial ist das nach der Expression pelletierte 
Zellmaterial (vgl. 3.2.5). Dem mittels Vortexer in 10 ml Tris-Glukose-Lösung gelösten 
Zellpellet wurde in einer Endkonzentration von 1 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
zugegeben, schüttelnd 10 min auf Eis inkubiert und bei 3500 x g und 4 °C für 30 min 
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes folgten die Zugabe von eiskaltem 
Magnesiumsulfat (5 M), eine vollständige Resuspension mittels Pipette und eine weitere 
Inkubation für 10 min schüttelnd auf Eis. Das nach anschließender Zentrifugation unter 
genannten Bedingungen erhaltene Pellet wurde verworfen, aus dem Überstand, welcher das 
proteinhaltige Lysat darstellt, konnte die Reinigung des Zielproteins folgen (siehe Punkt I 
unter 3.4.7). 
II Zellaufschluss bei cytoplasmatischer Expression 
Grundlage dieses Zellaufschlusses ist die Kombination mechanischer und osmotischer 
Lyseverfahren zum Zerstören der inneren und äußeren Zellwand. Das aus der 
Expressionskultur stammende Zellpellet (vgl. 3.2.5) wurde in 10 ml Waschpuffer 
(Zusammensetzung siehe Tabelle 3.4.7-1 Seite 39) mittels Vortexer gelöst, in ein 





Weiteren wurde 150 µl Triton X-100 pro 10 ml Lyseansatz zugesetzt und für 30 - 60 min auf 
Eis bei 4 °C inkubiert. Die anschließende Zentrifugation bei 3500 x g und 4 °C für 60 min 
trennte das in den Überstand übergetretene Protein von den unlöslichen Zellfragmenten. 
Schloss sich die Proteinreinigung (siehe Punkt I unter 3.4.7) nicht direkt an, konnte das Lysat 
bei -24 °C gelagert werden. 
3.4.2 Proteinextraktion aus Hefezellen 
Der Extraktion der rekombinanten Proteine aus P. pastoris diente grundlegend das von Yaffe 
und Schatz beschriebene Protokoll (Yaffe und Schatz; 1984). Eine Pipettenspitze Zellen des 
zuvor pelletierten Expressionsansatzes (vgl. 3.3.4) entsprach in etwa 109 Zellen und wurde in 
1 ml dH2O gelöst, 1 min bei 17900 x g sedimentiert und abermals in 1 ml dH2O resuspendiert. 
Es folgte die Zugabe von 160 µl Lysepuffer (1,85 M NaOH; 7,4 % Mercaptoethanol), 
Invertieren des Gemisches und eine Inkubation für 10 min auf Eis. Der anschließend mit 
160 µl 50 %iger Trichloressigsäure (TCA) gefällte Lyseansatz inkubierte 10 min auf Eis, 
bevor er bei 17900 x g und 4 °C für 3 min zentrifugiert wurde. Das Versetzen des erhaltenen 
Pellets mit 1 ml eiskaltem 100%igem Aceton diente als Waschschritt, bevor es erneut unter 
gleichen Bedingungen sedimentiert wurde. Nach Abnahme des Überstandes erfolgte die 
Aufnahme des getrockneten Pellets in 40 µl 2x Probenpuffer. Die Probe konnte mittels 
SDS-PAGE (vgl. 3.4.4) und Western Blot (vgl. 3.4.6) analysiert sowie die Expression des 
entsprechenden Hefeklons quantifiziert werden. 
3.4.3 Proteinfällung mittels Trichloressigsäure (TCA) 
Die Proteinfällung aus dem Expressionsüberstand (vgl. 3.3.4) diente der Analyse der 
sekretorischen Expression der rekombinanten Proteine. Dem durch zweimalige 
Zentrifugation zellfreien Kulturüberstand wurde 100 %ige TCA im Verhältnis 9:1 
(Überstand : TCA) zugegeben und für 30 - 60 min auf Eis inkubiert. Das für 5 min bei 
17900 x g und 4 °C sedimentierte Pellet wurde mit 100 %igem Aceton gewaschen und in der 
Vakuumzentrifuge getrocknet. Abschließend mit 10 μl Probenpuffer versetzt und nach 
Erhitzen (5 min, 95 °C) bei -24 °C bis zum Gebrauch für die analytische Elektrophorese 
(vgl. 3.4.4) bzw. Western Blot (vgl. 3.4.6) gelagert. 
3.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Analyse von Proteingemischen sowie zum Nachweis und der Verifizierung der 
rekombinant exprimierten Proteine diente die SDS-PAGE. Das Verfahren der 
elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ihren unterschiedlichen Molekular-
gewichten nutzt die poröse Matrix der Polyacrylamidgele als Trennsieb für die in der Probe 
enthaltenen, denaturierten Moleküle. Das für diese Zwecke bewährte TRIS-Tricin-





Das sowohl im Sammel- als auch im Trenngel enthaltene SDS (Natriumdodecylsulfat) 
überdeckt vollständig die Eigenladung der Proteine und lädt diese negativ. Die Proteinproben 
wurden mit Probenpuffer im Verhältnis 1:1 versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. Zusätzlich 
zur hitzebedingten Zerstörung der Sekundär- und Tertiärstrukturen werden vorhandene 
Disulfidbrücken der Proteine durch das im Probenpuffer enthaltene Dithiothreitol (DTT) 
gespalten. Die Trennung der auf das Gel aufgetragenen, denaturierten Proteine erfolgte bei 
konstant angelegter Spannung von 180 V unter Verwendung von Anoden- und 
Kathodenpuffer. Der mitgeführte Größenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder) 
diente orientierend zur Lauffront zur Abschätzung der Laufzeit, die 70 - 120 min betrug. 
Soweit nicht anders angegeben, wurden 16 %ige Trenngele verwendet. Einen Überblick über 
die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel gibt Tabelle 3.4.4-1. Tabelle 3.4.4-2 führt 
die Zusammensetzung der verwendeten Puffer auf. 
Tabelle 3.4.4-1 Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel für die SDS-PAGE. 
Reagenz Trenngel (10%ig) Trenngel (16%ig) Sammelgel (4%ig) 
Acryl/Bisacrylamid 
(30%ig; 37, 5:1)  
4,9 ml 7,88 ml 0,81 ml 
TRIS /SDS-Puffer  5,0 ml 5,0 ml 1,55 ml 
dH2O  3,51 ml 0,48 ml 3,89 ml 
Glycerol  1,58 ml 1,58 ml     _ 
APS (10%ig, w/v)  50 μl 50 μl 25 μl 
TEMED  10 μl 10 μl 10 μl 
 
Tabelle 3.4.4-2 Zusammensetzung der Laufpuffer für TRIS-Tricin-Gele, Probenpuffer und Gelreagenz. 
Puffer  Zusammensetzung  
1x Anodenpuffer  40 mM TRIS; pH 8,9  
1x Kathodenpuffer  20 mM TRIS; 20 mM Tricin; 0,7 mM SDS  
TRIS /SDS-Puffer  3 M TRIS; 10,5 mM SDS; pH 8,45  
2x Probenpuffer  200 mM TRIS-HCl pH 6,8; 24 % (v/v) Glycerol; 300 mM SDS; 







3.4.5 Silberfärbung  
Die Visualisierung der aufgetrennten Proteine erfolgte über die sich der Gelelektrophorese 
anschließenden Silberfärbung. Das Prinzip der nach dem Protokoll von Nesterenko 
(Nesterenko et al. 1994) durchgeführten hoch sensitiven Proteinnachweismethode beruht auf 
der Anlagerung von Silberionen an die in den fixierten Proteinen enthaltenen Glutamat-, 
Aspartat- und Cysteinreste. Nach Zugabe von alkalischem Formaldehyd werden die 
Silberionen zu elementarem Silber reduziert und lassen die Proteinbanden im Gel 
schwarzbraun erscheinen. Die benötigten Lösungen der einzelnen Schritte zeigt Tabelle 
3.4.5-1. Das Protokoll wurde schüttelnd bei Raumtemperatur durchgeführt. 
Tabelle 3.4.5-1 Arbeitsschritte der Silberfärbung. 
Arbeitsschritt Lösung Zeit 
Fixierung 60 ml Aceton (50 %ig), 1,5 ml TCA (50 %ig), 25 μl 
Formaldehyd (37 %ig) 
5 min 
Spülen  dH2O  3 x 5 sec 
Waschen  dH2O  5 min 
Spülen  dH2O  3 x 5 sec 
Vorbehandlung  60 ml Aceton (50 %ig)  5 min 
Vorbehandlung  100 μl Natriumthiosulfat Pentahydrat (10 %ig) in 60 ml dH2O 1 min 
Spülen  dH2O 3 x 5 sec 
Imprägnierung  0,8 ml Silbernitrat (20 %ig), 0,6 ml Formaldehyd (37 %ig) in 
60 ml dH2O 
8 min 
Spülen  dH2O  2 x 5 sec 
Entwicklung  1,2 g Natriumcarbonat, 25 μl Formaldehyd (37 %ig), 25 μl 
Natriumthiosulfat Pentahydrat (10 %ig) in 60 ml dH2O  
5 - 20 sec 
Stoppen  60 ml Essigsäure (1 %ig)  30 sec 
Spülen  dH2O  10 sec 
 
3.4.6 Western Blot 
Der spezifische Nachweis der exprimierten Proteine erfolgte über die Detektion des 
zielproteinspezifischen Histidin-Tags im Western Blot. Die zunächst mittels SDS-PAGE 
(vgl. 3.4.4) der Größe nach aufgetrennten Proteinproben wurden anschließend auf eine in 
100 %igem Methanol equilibrierte PVDF-Membran transferiert. Dieser Vorgang erfolgte als 
sogenannter Nassblot bei konstant gehaltener Stromstärke von 170 mA für 60 min in 





Membran für 10 min in Blocklösung (siehe Tabelle 3.4.6-1) diente der Reduktion 
unspezifischer Antikörperbindung an die Membran. Die Inkubation in Primärantikörper-
Lösung (Maus-anti-(His)6-Tag-AK; 1:200 in Blocklösung verdünnt) bei 4 °C fand über Nacht 
in einer feuchten Kammer statt. Der Behandlung mit Sekundärantikörper-Lösung 
(Kaninchen-anti-Maus-AK; 1:2000 in 1x PBS verdünnt) für 90 Minuten folgte die Zugabe der 
ECL-Substratlösung für 2 min auf die zuvor in 1x PBS lagernde Membran. Das darin 
enthaltene Luminol wird im Beisein der Meerrettichperoxidase oxidiert und führt zur 
Chemilumineszenz. Die Dokumentation erfolgte mittels Intelligent Dark Box II mit integrierter 
Kamera LAS-1000 von Fujifilm und zugehörigem Programm Image Reader. Soweit nicht 
anders angegeben, fanden alle Inkubationsschritte schüttelnd bei Raumtemperatur statt. 
Zwischen den einzelnen Schritten wurde zur Entfernung ungebundener Antikörper gründlich 
mit 1x PBS für mindestens 3 x 5 min gewaschen. 
Tabelle 3.4.6-1 Zusammensetzung der Puffer zur Durchführung eines Western Blots. 
Puffer Zusammensetzung 
Blocklösung 4 % (w/v) Magermilchpulver in 1x PBS 
Transferpuffer nach Towbin 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol in dH2O 
ECL-Substratlösung 100 mM TRIS-HCl pH 8,8; 1,25 mM Luminol; 2 mM p-CA; 
0,06 % (v/v) 30%ige H2O2 in dH2O 
 
3.4.7 Reinigung der rekombinanten Polypeptide aus Proteingemischen 
I Amylose-Affinitätschromatographie 
Die in E. coli exprimierten C-Protein-Derivate lagen als Fusionsprotein mit dem 
bakterienspezifischen Maltose-bindenden Protein (MBP) vor. Die Eigenschaft der hohen 
Bindungsstärke für Amylose des sich N-terminal befindenden MBPs wurde im ersten Schritt 
der Proteinreinigung genutzt. Das aus dem Zellaufschluss stammende proteinhaltige Lysat 
(vgl. 3.4.1) wurde über eine mit 1 ml Amylose-Agarose bestückte Säule (EconoColumn, 8 ml) 
gegeben. Der langsame Durchlauf (0,5 ml pro min) ermöglichte eine Interaktion des MBP-
Moleküls mit vorhandenen Amylosematrix, während ungebundene Proteine durch 
anschließendes Waschen mit 5 Säulenvolumen Waschpuffer (siehe Tabelle 3.4.7-1) entfernt 
wurden. Die höhere Affinität des MBPs zu Maltose wurde zur Elution des 
MBP-Fusionsproteins durch maltosehaltigen Elutionspuffer genutzt. Die in die MBP-
Bindungsstelle drängenden Maltosemoleküle verdrängten die dortige Amylose, was eine 
Loslösung des Fusionproteins vom Säulenmaterial zur Folge hatte. Die mit 





Ergebnis mittels SDS-PAGE (vgl. 3.4.4) und Silberfärbung (vgl. 3.4.5) visualisiert. Die 
Reequilibrierung der Säule erfolgte mit 5 Säulenvolumen Waschpuffer. 
Tabelle 3.4.7-1 Zusammensetzung der Puffer für die Amylose-Affinitätschromatographie.  
Puffer  Zusammensetzung  
Waschpuffer 20 mM TRIS-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA 
Elutionspuffer 100 mM Maltose in Waschpuffer  
 
II Metall-Affinitätschromatographie 
Der C-terminal die rekombinanten Polypeptide flankierende Histidin-Tag machte eine 
Reinigung mittels Nickel-NTA-Affinitätschromatographie möglich. Als Säulenmaterial diente 
Ni-NTA-Agarose, welche über vier Bindungsstellen mit Nitrilotriessigsäure (NTA) assoziierte 
Nickel-Ionen (Ni) enthält. Die zwei verbleibenden freien Bindungsstellen der Nickel-Ionen 
erlauben eine nichtkovalente Bindung mit dem Histidin-Tag der Zielpeptide. Die mit 1,5 ml 
Ni-NTA-Agarose bestückten und mittels Waschpuffer equilibrierten Säulen 
(EconoColumn, 8 ml) fanden ihre Anwendung zur direkten Reinigung des prM-Peptids aus 
dem Hefekulturüberstand oder zur Reinigung der mit Faktor Xa vom MBP gespaltenen 
Polypeptide Cnat und Cme. 
Das Proteingemisch wurde auf die Säulenmatrix appliziert. Nach vollständigen Durchlauf 
folgte ein Waschschritt zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine mit 
10 Säulenvolumen Waschpuffer (siehe Tabelle 3.4.7-2). Die Elution erfolgte mit 
5 - 15 Säulenvolumen Elutionspuffer. Das darin enthaltene Imidazol verdrängt die 
Histidinreste von ihren Bindungsstellen und macht eine Elution des Zielpeptids in 
1-ml-Fraktionen möglich. Im Anschluss folgte eine analytische SDS-PAGE (vgl. 3.4.4) und 
die Regeneration der Säule mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer.  
Tabelle 3.4.7-2 Zusammensetzung der Puffer für die Metall-Affinitätschromatographie. 
Puffer  Zusammensetzung  
Waschpuffer 50 mM Tris-Cl, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol 
Elutionspuffer 50 mM Tris-Cl, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol 
 
III Einengung und Entsalzung der gereinigten Polypeptide 
Die Umpufferung des gereinigten Pichia pastoris-Peptids prM erfolgte mittels 
Vivaspin-Zentrifugalkonzentratoren (Sartorius, Ausschlussmembran 3 kDa) oder im Fall der 
rekombinanten Polypeptide aus E. coli (Cnat/ Cme) zusätzlich über die 
D-Salt Polyacrylamide Desalting column (Thermo Scientific). Die Zentrifugationsgefäße 
ermöglichten durch wiederholte Zentrifugation bei 4000 x g eine Einengung der Peptidlösung 





Imidazolkonzentration auf unter 0,5 mM, vorhandenes EDTA auf unter 0,125 % verdünnt 
werden. Das Prinzip der D-Salt Polyacrylamide Desalting column beruht auf einer 
Molekularsiebchromatographie, die durch den verzögerten Durchfluss kleinerer Moleküle 
Stoffgemische ihrer Größe nach separiert. Dazu wurde das Säulenmaterial entsprechend der 
Herstellerangaben mit 5 Säulenvolumen Elutionspuffer equilibriert und nach Zugabe der 
Proteinlösung eluiert. Die Analyse des Ergebnisses erfolgte in einer silbergefärbten 
SDS-PAGE (vgl. 3.4.4 und 3.4.5). Zur Regeneration wurde die Säule mit 10 Säulenvolumen 
1x PBS und 5 Säulenvolumen 0,05%iger Natriumazidlösung gewaschen. Als Elutionspuffer 
wurde Reinstwasser verwendet. 
3.4.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten Proteinlösungen wurde mit der Methode 
nach Bradford durchgeführt (Bradford 1976). Basierend auf der Änderung des 
Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm durch Einlagerung und Komplexbildung des 
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in die Proteinstruktur, kann photometrisch die 
veränderte optische Dichte gemessen werden. Zur Beurteilung der Messwerte wurde eine 
Verdünnungsreihe des Standardproteins (bovines Gammaglobulin) von 0-1000 μg/ml im 
entsprechenden Lösungsmittel der Proteinlösung als Eichgerade hergestellt. Die zu 
testenden Proben wurden ebenfalls im entsprechenden Lösungsmittel verdünnt und mit je 
10 µl pro Kavität in eine 96-Kavitätenplatte vorgelegt. Anschließend folgte die Zugabe von 
240 μl Bradford-Reagenzlösung pro Kavität. Diese ergab sich aus der Verdünnung des 
konzentrierten Bradford-Reagenz (Bio-Rad) mit Reinstwasser im Verhältnis 1:4. Die 
Ermittlung der Messwerte für die Eichgerade erfolgte als Dreifachbestimmung, die 
Probenverdünnungen wurden doppelt bestimmt. Die Absorptionsmessung wurde nach einer 
Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss bei 595 nm im 
ELISA-Reader vorgenommen. 
3.4.9 Spaltung von MBP-Fusionsproteinen  
Zur Spaltung der rekombinant in E. coli exprimierten Fusionsproteine wurde der aktivierte 
Gerinnungsfaktor X (Faktor Xa) eingesetzt. Ein Reaktionsansatz bestand aus 0,5 mg 
gereinigtem Fusionsprotein (siehe Punkt I unter 3.4.7), 50 µl 10x Reaktionspuffer und 
5 U Faktor Xa. Der Ansatz wurde gründlich gemischt, 72 h bei 23 °C inkubiert und mittels 
SDS-PAGE (vgl. 3.4.4) sowie anschließender Silberfärbung (vgl. 3.4.5) bzw. Western Blot 
(vgl. 3.4.6) analysiert. Zur Bestimmung der optimalen Reaktionszeit wurde vorab ein 
Vorversuch mit 100 µg Protein versetzt mit 1 µl Enzym (1 U) durchgeführt. Die 
Probenentnahme erfolgte nach 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h, welcher sich die 





3.4.10 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT) 
Dieser Test, basierend auf der Detektion von Antigen über spezifische Primärantikörper und 
dem anschließendem Nachweis der gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe durch 
zugegebenen Fluorochrom-konjugierten Sekundärantikörper, fand in dieser Arbeit zwei 
Anwendungsbereiche. Zum einen diente er als Nachweis der Expression der rekombinant in 
P. pastoris exprimierten Polypeptide (vgl. 3.3.4), zum anderen wurde er zur Testung der 
murinen Seren nach erfolgter Immunisierung der Balb/c-Mäuse (vgl. Punkt 3.4.11) 
angewandt. 
I Immunfluoreszenztest mit Hefezellen 
Der hierzu verwendete 12-Feld-Objektträger wurde mit Poly-L-Lysin (10 mg/ml) 
vorbeschichtet, das überschüssige Poly-L-Lysin nach kurzer Einwirkzeit abgenommen und 
der Objektträger getrocknet. Nachfolgend mit dH2O gewaschen und luftgetrocknet. 
Zwischenzeitlich erfolgte die Vorbereitung des Probenmaterials: in 3 ml frischem 
Kulturmedium wurden Hefezellen einer Expressionskultur auf eine OD600 von 0,5 eingestellt, 
mit 300 μl 36 %igem Formaldehyd versetzt und für 1 h bei 30 °C schüttelnd inkubiert. Der 
Resuspension des nach 5 min bei 1700 x g sedimentierten Pellets in 300 μl 
0,1 M Kaliumphosphat (pH 6,5) folgte das Waschen der Zellen mit 300 μl SED (1 M Sorbit, 
25 mM EDTA) durch Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Die erneut in 100 μl SED 
resuspendierten Zellen inkubierten unter Zusatz von 5 μl 1 M DTT und 8 μl Zymolase (5 U/μl) 
für 30 min bei 30 °C und wurden erneut bei 1700 x g für 5 min pelletiert. Nach Aufnahme der 
Zellen in 150 μl 0,1 M Kaliumphosphat (pH 6,5) konnten 20 μl der Zellsuspension pro Feld 
auf den vorbereiteten Objektträger appliziert werden. Zur sicheren Sedimentation der Zellen 
wurde die überschüssige Flüssigkeit erst nach einer Wartezeit von 3 min abgezogen und der 
Objektträger luftgetrocknet. Die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen auf dem 
Objektträger erfolgte durch Inkubation für 6 min in eiskaltem Methanol (-20 °C) und 
anschließend für 30 sec in eiskaltem Aceton (-20 °C).  
II Immunfluoreszenztest mit Vero-Zellen 
Zur Detektion spezifisch gegen die immunisierten rekombinanten Polypeptide gebildeter 
Antikörper dienten auf Deckgläschen gewachsene Vero-Zellen. Die beschichteten 
Deckgläschen wurden von Frau Dr. P. Fiebig bereitgestellt und wie im nachfolgenden 
Abschnitt III Immunfärbung beschrieben weiterverwendet.  
III Immunfärbung 
Die in den beschriebenen Arbeitsschritten verwendeten Lösungen wurden bei Verwendung 
antigentragender Objektträger mit je 20 µl pro Objektträgerfeld aufgebracht; bei verwendeten 
Deckgläschen betrug das Volumen der Lösungen 50 μl. Wenn nicht anders angegeben, 





Deckgläschen. Vorbereitend für die Immunfärbung wurden die unspezifischen Bindungs-
stellen auf den Objektträgerfeldern durch die Zugabe von 5 %iger PBSA-Lösung (1x PBS mit 
5 % BSA) für 30 min bei 37 °C blockiert. Der Abnahme der Blocklösung schloss sich die 
Inkubation der fixierten Hefezellen mit primärem Antikörper (Maus-anti-(His)6-Tag-AK; 1:100 
in 5 % PBSA verdünnt) für 2 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer an. Die Deckgläschen 
wurden nach fünfmaligem Waschen mit 0,5 %igem PBSA mit den aus der eigenen 
Immunisierung gewonnenen murinen Seren in einer 1:20 Verdünnung für 1 h bei 37 °C 
inkubiert. Ungebundener, überschüssiger Primärantikörper wurde durch Abnehmen und 
fünfmaligem Waschen des Objektträgers mit 0,5 %iger PBSA-Lösung und Schwenken im 
Spülbad entfernt. Dem Waschschritt der Deckgläschen schloss sich ein zweimaliges Spülen 
mit 1x PBS an. Zur Detektion der Histidin-Tag-spezifischen bzw. proteinspezifischen 
Antikörper der Mausseren diente ein 1:50 in 5 % PBSA verdünnter Ziege-anti-Maus-
Sekundärantikörper Der Zugabe folgte eine Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C in einer 
feuchten Kammer. Ein nochmaliger Waschschritt in 0,5 %igem PBSA mit anschließendem 
Spülbad in dH2O wurde durch Lufttrocknung des Objektträgers abgeschlossen. Zum 
luftdichten Versiegeln des trockenen Objektträgers wurde dieser mit Eindeckmedium 
(10 % Glycerol in PBS) beschichtet und ein Deckgläschen (24 x 60 mm) aufgelegt. Die 
entsprechend gewaschenen und getrockneten Deckgläschen wurden auf mit 
Eindeckmedium versehene Objektträger aufgebracht. Die Auswertung der Präparate erfolgte 
mit dem Fluoreszenzmikroskop. 
3.4.11 Immunisierung der Balb/c-Mäuse 
Die subkutane Immunisierung der weiblichen, 6-8 Wochen alten Balb/c-Mäuse erfolgte durch 
Applikation von 100 μl Antigenlösung ins Nackenfell. Die Immunisierungslösung der 
Primärimmunisierung und der 1. Boosterung setzte sich aus 50 μg rekombinantem Peptid 
aufgefüllt auf ein Volumen von 50 µl mit Aqua ad injectabilia (dH2OB) und 50 µl zugesetztem 
Adjuvans zusammen. Das mitgeführte GERBU Adjuvans 10 besitzt durch seine 
immunogenen Bestandteile wie dem aus Lactobacillus bulgaricus stammenden 
Zellwandglykoprotein GMDP (N-Acetyl-glucosaminyl-(β1-4)-N-Acetylmuramyl-L-Alanyl-D-
Isoglutamin) sowie resorbierbaren Lipidnanopartikeln einen allgemein stimulierenden Effekt 
auf die Immunreaktion des Versuchstieres. Da das Adjuvans keine Depotwirkung besitzt, 
musste es zur Generierung hoher Antikörpertiter mehrmals verabreicht werden. Ab der 
2. Booster-Injektion wurde 25 μg Peptid in dH2OB gelöst appliziert. Die herangezogenen 
Immunisierungsprotokolle listet Tabelle 3.4.11-1 auf. Die darin aufgeführte Blutabnahme 
erfolgte aus dem Orbitalsinus und diente der Überprüfung der Serokonversion. Um 
Adjuvans-assoziierte Nebenreaktionen auszuschließen, wurde Serum einer mit PBS und 
GERBU-Adjuvans immunisierten Maus als Kontrolle herangezogen. Das 





realisiert wurde. Die erhaltenen Blutproben koagulierten bei 4 °C über Nacht und wurden am 
Folgetag für 15 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das von den korpuskulären Anteilen 
getrennte Serum konnte mittels Pipette abgenommen und bei -20 °C gelagert werden. Die 
Untersuchung der erhaltenen Seren erfolgte über einen indirekten ELISA (vgl. 3.4.12) und 
indirekten Immunfluoreszenztest (vgl. Punkt II unter 3.4.10). 
Tabelle 3.4.11-1 Immunisierungsprotokolle (IP) in Tagen.  
Eingriff IP 1 IP 2 Antigenpräparation 
Primärimmunisierung  0  0 50 μg Peptid (50 μl) + Adjuvans (50 μl) 
1. Boosterung 17 14 50 μg Peptid (50 μl) + Adjuvans (50 μl) 
2. Boosterung 31 20 25 μg Peptid (100 μl) 
Blutentnahme 42 23  
3. Boosterung 45 25 25 μg Peptid (75 μl) + Adjuvans (25 μl) 
Finale Blutung 52 -  
4. Boosterung  48 25 μg Peptid (75 μl) + Adjuvans (25 μl) 
5. Boosterung  69 25 μg Peptid (75 μl) + Adjuvans (25 μl) 
6. Boosterung  70 25 μg Peptid (75 μl) + Adjuvans (25 μl) 
7. Boosterung  71 25 μg Peptid (75 μl) + Adjuvans (25 μl) 
Finale Blutung  72  
 
3.4.12 Indirekter ELISA  
Die immunologische Methode des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) beschreibt 
den Nachweis bestimmter Antigene oder Antikörper in Proben über eine enzymatische 
Farbreaktion. Benötigte Puffer und Lösungen sind in Tabelle 3.4.12-1 aufgeführt.  
Die für die Beschichtung der Platten gewählten Antigene wurden in Beschichtungspuffer 
aufgenommen und gemischt. Wurde rekombinantes Peptid als Antigen eingesetzt, dienten 
100 ng Polypeptid pro Kavität, was einer Konzentration von 2 μg/ml entsprach, als 
Antigenlösung. Sollte inaktiviertes WNV eingesetzt werden, wurde mit 500 ng Virus pro 
Kavität beschichtet, was einer Konzentration von 10 μg/ml entsprach. H2O2-inaktiviertes 
WNV wurde von Frau Dr. P. Fiebig bereitgestellt. Jede Kavität wurde mit 50 μl Antigenlösung 
beschichtet und die Platte nachfolgend luftdicht bei 4 °C über Nacht inkubiert. Das 
anschließende fünfmalige Waschen diente der Entfernung nicht gebundener Antigene. Vor 
Zugabe des Primärantikörpers wurden freie Bindungsstellen des Plattenmaterials für 
unspezifische Bindung durch Inkubation mit 300 μl Blockpuffer pro Kavität für 1 h bei 37 °C 





testenden Serums (human oder murin) für  2 h bei 37 °C. Ungebundene Primärantikörper 
wurden durch fünfmaliges Waschen entfernt und anschließend 100 μl/Kavität 
HRP-gekoppelter, in Blockpuffer verdünnter Sekundärantikörper (Kaninchen-anti-Human-AK 
1:4000 bzw. Kaninchen-anti-Maus-AK 1:2000) aufgebracht. Der 90-minütigen Inkubation bei 
37 °C schloss sich fünfmaliges Waschen an. Die unmittelbar vor Verwendung mit 
Wasserstoffperoxid versetzte Substratlösung wurde mit 100 μl pro Kavität aufgeteilt und für 
30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die Zugabe von 50 μl/Kavität 
1 N Schwefelsäure inhibierte eine weitere Substratumsetzung durch das Enzym und die 
Messung der optischen Dichte konnte folgen. Diese erfolgte mittels ELISA-Reader bei einer 
Wellenlänge von 450 nm mit einer Referenz bei 650 nm. Der gemittelte Leerwert, aus 
mindestens zwei mit 50 μl Blockpuffer gefüllten Kavitäten, wurde zur Auswertung von allen 
Probenmesswerten subtrahiert. 
Tabelle 3.4.12-1 Zusammensetzung von Puffern und Lösungen für den ELISA. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Beschichtungspuffer  200 mM Na2CO3 in dH2O, pH 9,6  
Waschpuffer  0,05 % Tween 20 in 1x PBS  
Blockpuffer A  0,05 % Tween 20, 5 % Magermilchpulver in 1x PBS  
Blockpuffer B  0,05 % Tween 20, 3 % BSA in 1x PBS  
TMB-Stammlösung  0,1 % TMB in DMSO  
Natriumacetat/Citratpuffer  0,1 M Natriumacetat in dH2O mit 0,1 M Zitronensäure auf 
pH 6,0 titrieren  
Substratlösung 1 ml TMB-Stammlösung mit 9 ml Natriumacetat/ Citratpuffer 
mischen, Zugabe von 2 μl 30 %igem H2O2  
 
3.4.13 Bestimmung des murinen Antikörpertiters 
Die Bestimmung der Antikörperkonzentration der gewonnenen murinen Seren erfolgte mit 
Hilfe des indirekten ELISA unter Verwendung des Blockpuffers B. Über die Methode der 
Endpunkttitration unter Verwendung eines negativen Standards konnte die 
Antikörperkonzentration quantifiziert werden. Dabei stellt der reziproke Wert der höchsten 
Serumverdünnung, welche oberhalb des Grenzwertes (Cut-off) liegt, den Endpunkttiter 
(Frey et al. 1998). Die Grenzwertberechnung zeigt Formel 3.4.13-1.  
Der quantitativen Analyse des Antikörpertiters liegt eine serielle Verdünnung der Proben 
beginnend mit 1:50 in Blockpuffer zugrunde. Als negativer Standard diente Serum einer mit 
GERBU/PBS-Lösung immunisierten Maus. Der bestimmte Cut-off-Wert unter Verwendung 





von H2O2-inaktiviertem WNV als Antigen belief sich auf OD450 = 0,2 (jeweils gerundeter 
Wert). Der Titer wurde am Schnittpunkt der Serumtitrationskurven mit diesen Cut-off-Werten 
errechnet. Um bei der Titerbestimmung auf dem Hefepeptid prM eine Reaktion mit eventuell 
in der Antigenlösung vorhandenen Hefeproteinen auszuschließen, wurde das Serum parallel 
auf Kontrollpeptid (Kp, Expressionsprodukt entstanden nach Translation des Leervektors 
pAOXα-mut, 47 AS, theoretisches Molekulargewicht 5,14 kDa) getestet. Der spezifische 
Antikörpertiter gegen das Polypeptid prM ergabt sich aus der Differenz der berechneten Titer 
für das homologe Peptid und dem Kontrollpeptid. 
Formel 3.4.13-1 Berechnung des Grenzwertes. 
              
 
Cutoff Grenzwert 
X Mittelwert der gemessenen Extinktionen der negativen 
Kontrollseren 
SD Standardabweichung 
f Vielfaches der Standardabweichung entsprechend dem 
Grad der Genauigkeit (95-99,9 %) und Probengröße (2-30) 
nach Frey (Frey et al. 1998) 
 
 
3.4.14 Nachweis humaner Antikörper im Testserum  
Die Durchführung des indirekten ELISA zum Nachweis von humanen Antikörpern erfolgte in 
einer 96-Kavitäten-Microlon-Platte (Greiner Bio One). Wurde das Fusionsprotein MBP-Cme 
als Antigen zur Beschichtung der Platten benutzt, erfolgte die Durchführung der in Abschnitt 
3.4.12 (Seite 43) aufgeführten Schritte auf Polysorp-Platten (Nunc), da diese im Vergleich zu 
Microlon-Platten für MBP-Fusionsproteine bessere Bindungseigenschaften mit verringerter 
Hintergrundreaktion zeigten. Zum Antikörpernachweis in den verwendeten Humanseren 
erfolgte eine 1:200 Verdünnung dieser in Blockpuffer A. Getestet wurde auf den 
entsprechenden ELISA-Platten, welche zuvor mit rekombinantem Polypeptid bzw. 
H2O2-inaktiviertem Virus als Antigen beschichtet wurden. Als Negativ-Standard für die 
Berechnung des Grenzwertes (vgl. Formel 3.4.13-1) dienten Humanseren, die zuvor auf 






4.1 Definition der ausgewählten Strukturproteinsequenzen 
Eine Übersicht über die Ausgangs-Aminosäuresequenz der WNV-Strukturproteine C und 
prM, von welchen die Sequenzabschnitte zur Herstellung der rekombinanten Polypeptide 
Cnat, Cme und prM abgeleitet wurden, gibt Tabelle 4.1-1 wieder. Die Auswahl der 
Sequenzabschnitte richtete sich auf Bereiche, die potenzielle B-Zell-Epitope darstellen. Das 
native Protein C besteht aus 123 Aminosäuren und beinhaltet drei als vielversprechend 
bewertete Epitop-Regionen, die sich von AS 20-38 (Epitop 1), AS 64-76 (Epitop 2) sowie 
AS 94-105 (Epitop 3) erstrecken. Das rekombinant exprimierte Polypeptid Cnat stellt ein in 
seiner Sequenz lediglich verkürztes C-Protein dar. Hierbei schließt die Cnat-Sequenz die 
Aminosäuren 20-105 vollständig ein. Als zweites C-Protein-Derivat wurde das Peptid Cme 
kloniert und exprimiert. Dieses fasst die drei Epitop-Bereiche, lediglich getrennt durch eine 
Abfolge von jeweils vier Glycinresten, zusammen. Cme entspricht somit einem synthetischen 
Multiepitop.  
Dar native Abschnitt pr des prM-Proteins umfasst 92 Aminosäuren. Der Sequenzbereich der 
AS 16-40 sollte als rekombinantes Peptid exprimiert werden, wobei die ersten 10 AS das 
betrachtete B-Zell-Epitop darstellen. 
Tabelle 4.1-1 WNV-Strukturproteine C und prM mit den abgeleiteten Sequenzabschnitten zur Herstellung 
der rekombinanten Polypeptide Cnat, Cme und prM (potenzielle B-Zell-Epitope hervorgehoben). 
Bezeichnung Aminosäurensequenz (AS) 
C-Protein (AS 1-123) M S K K P G G P G K S R A V N M L K R G M P R V L S L I G L K 
R A M L S L I D G K G P I R F V L A L L A F F R F T A I A P T R A 
V L D R W R G V N K Q T A M K H L L S F K K E L G T L T S A I N 
R R S S K Q K K R G G K T G I A V M I G L I A S V G A 
Cnat (AS 20-105) G M P R V L S L I G L K R A M L S L I D G K G P I R F V L A L L 
A F F R F T A I A P T R A V L D R W R G V N K Q T A M K H L L 
S F K K E L G T L T S A I N R R S S K Q K K R 
Cme (AS 20-38, 
AS 64-76, AS 94-105)  
G M P R V L S L I G L K R A M L S L I G G G G A V L D R W R G 
V N K Q T G G G G N R R S S K Q K K R 
prM (AS 1-92) V T L S N F Q G K V M M T V N A T D V T D V I T I P TA A G K N 
L C I V R A M D V G Y M C D D T I T Y E C P V L S A G N D P E 
D I D C W C T K S A V Y V R Y G R C T K T R H S R R S R R S L 





4.2 Expression der rekombinanten Polypeptide prM, Cnat und Cme 
in P. pastoris 
Die Entscheidung P. pastoris für die Erzeugung der rekombinanten Polypeptide zu nutzen, 
wird durch mehrere Vorteile begründet. Hauptaugenmerk liegt hierbei auf der Möglichkeit 
das Zielpeptid in den sekretorischen Zellstoffwechsel einzuschleusen. Hierzu wird die 
Zielpeptidsequenz C-terminal an die α-Faktor-Pre-Pro-Signalsequenz (α-Faktor) gekoppelt. 
Diese vermittelt die effiziente Sezernierung ins Medium und wird während der 
Ausschleusung in einem mehrstufigen Prozess abgespalten. Die rekombinanten Polypeptide 
liegen dann als Fusionsproteine mit C-terminalem Histidin-Tag extrazellulär im Kulturmedium 
vor, so dass ein aufwändiger Zellaufschluss entfällt. Als Grundlage für die Herstellung der 
Expressionsplasmide diente der Vektor pAOXα-mut (Vektorenkarte siehe Abbildung 4.2.1-2 
Seite 48). Die Induktion der Zielproteinsynthese basiert auf der Aktivierung des 
AOX1-Promotors durch 2 % (v/v) zugesetztes Methanol. Dieser reguliert bei Vorhandensein 
von Methanol die für dessen Umsetzung in Wasserstoffperoxid und Formaldehyd benötigte 
Alkoholoxidase I, welche den ersten Reaktionsschritt katalysiert. Mit einsetzender verstärkter 
Transkription des entsprechenden Alkoholoxidasen-Gens (AOX) wird ebenfalls die WNV-
Proteinsequenz abgelesen, welche downstream von AOX inseriert wird. Darüber hinaus 
ermöglicht P. pastoris als eukaryotisches Expressionssystem neben einer korrekten, 
nativähnlichen Faltung der rekombinanten Polypeptide posttranslationale Protein-
modifikationen wie beispielsweise Glykosylierung oder Disulfidbrückenbildung (Li et al. 2007; 
Sudbery 1996). Zudem weist P. pastoris im Vergleich mit anderen eukaryotischen 
Expressionssystemen geringere Raten viraler Kontaminationen auf (Cino 1999). 
4.2.1 Klonierung der Expressionsplasmide 
Für die Expression der trunkierten WNV-Peptide prM, Cnat und Cme mussten zunächst die 
kodierenden DNA-Sequenzen mittels genspezifischer Primer (vgl. Tabelle 3.1.2-2) in einer 
PCR amplifiziert werden. Für die Amplifikation von prM und Cnat wurde isolierte virale RNA 
in cDNA umgeschrieben und als Matrize eingesetzt, während für die Amplifikation des 
verkürzten C-Protein-Derivates das Plasmid pCR2.1-Cme-WNV als Matrize diente. 
Abbildung 4.2.1-1 A zeigt das Amplifikat Cme mit einer erwarteten Fragmentlänge von 
182 bp. Bei der Amplifikation von Cnat wurden zwei Fragmente unterschiedlicher Länge von 
ca. 300 bp und 800 bp erhalten (Abbildung 4.2.1-1 B). Aufgrund der erwarteten 
Fragmentlänge von 296 bp konnte die Bande des kürzeren Fragments (Pfeil) auf Höhe der 
300 bp-Markerreferenz als Zielamplifikat identifiziert werden. 
Ebenfalls zwei PCR-Produkte entstanden während der Amplifikation des Fragmentes prM. 
Die erwartete Fragmentlänge von 113 bp ermöglichte eine Identifikation des zwischen der 





(Abbildung 4.2.1-1 C Pfeil). Bei den zusätzlich entstandenen, größeren PCR-Produkten ist 
von einer unspezifischen Primerbindung an einer weiteren Stelle innerhalb der viralen RNA 
auszugehen. Zum Erhalt der exakten Cnat- und prM-Amplifikate erfolgte eine Extraktion des 
296 bp bzw. 113 bp DNA-Fragmentes aus dem Gel wie in Abschnitt 3.1.5 (Seite 29) 
beschrieben.  
 
Abbildung 4.2.1-1 Analyse der PCR-Produkte zur Amplifikation der Strukturproteinsequenzen Cme (A), 
Cnat (B) und prM (C). 1 = Amplifikat Cme, 2 = Amplifikat Cnat, 3 = Amplifikat prM; M = Marker. 
 
Abbildung 4.2.1-2 Grafische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Herstellung der Expressions-
plasmide für die WNV-Strukturproteinbereiche in P. pastoris. Die entstandenen Plasmide werden der 
Nomenklatur pAOX-Fremdgen his folgend entsprechend ihres beinhaltenden Genabschnittes pAOX-prM his, 





Da für die Amplifikation genspezifische Primer mit 5’-Überhang (aufgeführt in Tabelle 2.2-2) 
verwendet wurden, wiesen die Amplifikate eine XhoI-Schnittstelle am 5’-Ende und eine 
NotI-Schnittstelle am 3’-Ende auf. Diese Restriktionsenzymschnittstellen ermöglichten im 
weiteren Verlauf die exakte Integration der Gen-Fragmente in den entsprechend 
geschnittenen Expressionsvektor pAOXα-mut wie in Abbildung 4.2.1-2 gezeigt. Dabei wurde 
das Fremdgen direkt an die Sequenz des Pre-Pro-α-Faktors (α-Faktor) angeschlossen, so 
dass sich keine Leserasterverschiebung zu der codierenden Region des Histidin-Tags ergab. 
Tabelle 4.2.1-1 fasst die entstanden Amplifikate mit den daraus resultierenden 
Expressionsplasmiden zusammen. Vor dem Einsatz der Plasmide zur Transformation von 
P. pastoris wurden diese mittels Testverdau und Sequenzierung auf vollständige und 
korrekte Insertion der Fremdgensequenz überprüft. 
Tabelle 4.2.1-1 Länge und Größe der Amplifikate mit dazugehörigen Expressionsplasmiden zur 
Transformation in P. pastoris. 
Amplifikat Expressionsplasmid 
Bezeichnung Primerpaar Länge [bp] Bezeichnung Größe [bp] 
prM prM-sense 
prM-antisense 
113 pAOX-prM his  3619 
Cnat C-sense  
C-antisense 
296 pAOX-Cnat his 3802 
Cme C-sense  
C-antisense 
182 pAOX-Cme his 3694 
 
4.2.2 Transformation von Pichia pastoris 
Zur Transformation der Expressionsplasmide in P. pastoris erfolgte zunächst deren 
Vermehrung in E. coli durch Transformation der Ligationsprodukte in den 
Bakterienstamm TOP10. Durchgeführte Kolonie-PCR der positiv auf antibiotikahaltigen 
Agarplatten selektionierten Bakterienkolonien diente der Bestätigung eines korrekten 
Transformationsergebnisses, bevor die Isolierung der Expressionsplasmide durchgeführt 
wurde. Im Anschluss erfolgte die Linearisierung der gereinigten Plasmide unter Einsatz des 
Restriktionsenzyms BstXI, welches das Plasmid im Abschnitt des AOX-Promotors schneidet, 
jedoch keine Erkennungssequenz in den eingebrachten Fremdgenen besitzt. 
Abbildung 4.2.2-1 zeigt die Expressionsplasmide pAOX-Cme his, pAOX-Cnat his und 
pAOX-prM his nach Inkubation mit BstXI (vgl. Punkt III unter 3.1.7). Die entstandenen 
linearisierten Fragmente stimmen mit der erwarteten Größe von 3694 bp für pAOX-Cme his, 
3802 bp für pAOX-Cnat his bzw. 3619 bp für pAOX-prM his überein. Die Transformation 






Abbildung 4.2.2-1 Linearisierung der P. pastoris-Expressionsplasmide mittels Retriktionsenzym BstXI.  
Linearisierung von pAOX-Cme his (1-3), pAOX-prM his (4-6) und pAOX-Cnat his (7-9); M = Marker. 
In Tabelle 4.2.2-1 sind die nach viertägiger Inkubationszeit erhaltenen Kolonien, bezogen auf 
10 μg eingesetzte Plasmid-DNA und 107 lebende Zellen aufgelistet. Durchschnittlich wurden 
39 SMD-Klone und 24 GS-Klone erhalten. Jeweils 10 der gewachsenen SMD- und GS-
Kolonien wurden auf neue Agarose-Platten übertragen und anschließend mittels Kolonie-
PCR auf die vollständige Aufnahme der Fremdgensequenz in das Hefegenom getestet. 
Hierbei kamen die Primer pAOX TT und pGAPZSeq 1 (vgl. Tabelle 2.2-2) zum Einsatz. 
Tabelle 4.2.2-1 Anzahl der erhaltenen Kolonien nach Transformation der Hefestämme SMD 1168H und 
GS 115. 
Plasmid SMD 1168H GS 115 
pAOX-prM his 57 39 
pAOX-Cnat his 33 18 
pAOX-Cme his 29 15 
 
In Abbildung 4.2.2-2 sind exemplarisch die Analyse einiger Hefe-Kolonien nach stattgehabter 
Transformation mit pAOX-prM his, pAOX-Cnat his bzw. pAOX-Cme his dargestellt. 
 
Abbildung 4.2.2-2 Kolonie-PCR transformierter P. pastoris-Klone zur Überprüfung der Integration der 
Expressionskassette. A): 1-2 = pAOX-Cme his Klon 1-2, 3 = Leervektor pAOXα-mut; B): 1-5 = pAOX-prM his 
Klon 1-5, 6-9 = pAOX-Cnat his Klon 1-4; M = Marker. 
Bild A zeigt die Kontroll-PCR der Klone 1 und 2 transformiert mit pAOX-Cme his mit einer 





mit einer erwarteten PCR-Produktlänge von 350 bp mitgeführt (Spur 3). Bild B 
veranschaulicht die Kolonie-PCR von pAOX-prM his Klon 1-5 mit einer erwarteten 
Fragmentlänge von 373 bp (Spur 1-5). Die in Spur 6-9 dargestellten pAOX-Cnat his 
Klone 1 bis 4 konnten in ihrer erwartete Fragmentlänge von 556 bp bestätigt werden. 
4.2.3 Expression der Zielpeptide in P. pastoris 
Um eine qualitativ und quantitativ erfolgreiche Expression des rekombinanten WNV-Peptids 
prM zu erhalten, wurden zunächst im kleinen Maßstab die optimalen Expressions-
bedingungen definiert. Dabei konnte für eine sekretorische Expression von prM das Medium 
BMMY pH 6 und ein Expressionszeitraum von 48 h als optimale Expressionsbedingung 
ermittelt werden. Dies galt für die Verwendung von sowohl SMD- als auch 
GS-Transformanden. Abbildung 4.2.3-1 A zeigt den Nachweis von prM im TCA-gefällten 
Überstand einer Expressionskultur (GS pAOX-prM his Klon 7) mittels (His)6-Tag-Antikörper. 
Das apparente Molekulargewicht von prM beträgt 17 kDa. Nach Reinigung des Polypeptids 
aus dem Überstand mittels Nickel-Affinitätschromatographie konnte es in den 
Elutionsfraktionen als inhomogene Bande zwischen der 10 und 17 kDa-Markerreferenz 
detektiert werden (Bild B Spur 2). Da prM ein theoretisches Molekulargewicht von 5,6 kDa 
besitzt, wurde angenommen, dass das erhöhte apparente Molekulargewicht auf eine 
unzureichende Prozessierung des α-Faktors und damit einhergehende N-Glykosylierungen 
zurückzuführen sein könnte. Durch Inkubation des Hefepeptids prM mit dem Enzym Endo Hf 
sollte dieser Sachverhalt geklärt werden. Abbildung 4.2.3-1 B Spur 3 zeigt die mit Endo Hf 
versetzte Proteinprobe nach zweistündiger Inkubation. Das Enzym ist als definierte Bande 
bei 72 kDa zu sehen, prM als inhomogene Bande zwischen der 10- und 17 kDa-
Markerreferenz. Eine mögliche N-Glykosylierung an potentiellen Glykosylierungsstellen des 
α-Faktors konnte somit ausgeschlossen werden. 
 
Abbildung 4.2.3-1 Expressionsanalyse des rekombinanten Polypeptids prM. A) Western Blot zum Nachweis 
von prM im TCA-gefällten Kulturüberstand nach 48 h mittels spezifischer Antikörper. B) Analyse des gereinigten 
prM mittels SDS-PAGE und Silberfärbung unverdaut (2) und nach zweistündigem Endo Hf Verdau (3); 
M = Marker. 
Eine Konzentrationsbestimmung des gereinigten Polypeptids prM mittels Bradford-Test 





Das Polypeptid Cnat mit einem berechneten Molekulargewicht von 13 kDa konnte trotz 
Einsatz verschiedener Expressionsmedien mit unterschiedlichen pH-Werten, Variation der 
Expressionszeit und Analyse verschiedener Expressionsklone unterschiedlicher Hefe-
stämme nicht sekretorisch exprimiert, sondern ausschließlich intrazellulär nachgewiesen 
werden. Abbildung 4.2.3-2 zeigt exemplarisch den Nachweis des Peptids Cnat im Zelllysat 
von GS- und SMD-Expressionsklonen 24 h und 48 h nach Induktion im YPM pH 8 Medium. 
Das Hefepeptid Cnat wird in Form von drei Banden mit einem apparenten Molekulargewicht 
von 17 kDa, 26 kDa und 43 kDa detektiert. Erkennbar ist eine Verringerung der Bandenstärke 
bzw. Intensität nach 48 h bei allen Expressionskulturen. Während das 26 kDa-Produkt des 
SMD Klons (Spur 5 und 6) im Vergleich zu dem 17 kDa- und 43 kDa-Protein nach 48 h 
deutlich nachgewiesen werden kann, ist es bei dem GS-Klon 5 (Spur 1 und 2) ebenfalls, wie 
die 17 kDa und 43 kDa große Polypeptidfraktion, nach 48 h nur schwach nachweisbar. Im 
Fall des GS-Expressionsklons 9 ist nach 48 h intrazellulär kein Polypeptid zu detektieren 
(Spur 3 und 4). Im Überstand konnte das Zielpeptid Cnat weder nach 24 h noch nach 48 h 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
 
Abbildung 4.2.3-2 Expressionsanalyse des rekombinanten Polypeptids Cnat mittels Western Blot. Analyse 
des Zelllysats nach Probenentnahme 24 h und 48 h nach Induktion in YPM pH8 Medium. 1-2 = Expressionsklon 
GS pAOX-Cnat his Klon 5, 3-4 = Expressionsklon GS pAOX-Cnat his Klon 9, 5-6 = Expressionsklon SMD pAOX-
Cnat his Klon 8; M = Marker. 
Ebenfalls ausschließlich intrazellulär konnte das Polypeptid Cme mit einem berechneten 
Molekulargewicht von 8 kDa exprimiert werden. Variation des Expressionsmediums, Analyse 
verschiedener Hefeklone und Expressionszeiten resultierten nicht in der angestrebten 
Sekretion des Zielpeptids in den Überstand. 
 
Abbildung 4.2.3-3 Expressionsanalyse des rekombinanten Polypeptids Cme mittels Western Blot. 
Expressionsklon SMD pAOX-Cme his Klon 1: Zelllysat und Kulturüberstand nach TCA-Fällung 24 h (1-2), 48 h 





Abbildung 4.2.3-3 zeigt exemplarisch die Analyse der Expression von Cme unter 
Verwendung von SMD pAOX-Cme his Klon 1 über einen Zeitraum von 96 h mit BMMY pH 6 
als Expressionsmedium. Im Zelllysat ist über den gesamten Zeitraum eine konstante 
Zielpeptidexpression durch (His)6-Tag-Antikörper im Western Blot nachweisbar. Im 
TCA-gefällten Kulturüberstand ist kein Zielpeptid detektierbar. Das rekombinante Hefepeptid 
besitzt ein apparentes Molekulargewicht von ca. 26 kDa. 
Zum besseren Verständnis der Expression von Cme und Cnat wurde ein indirekter 
Immunfluoreszenztest zur Darstellung der intrazellulären Proteinsynthese durchgeführt. Als 
Testmaterial dienten in BMMY- bzw. YPM-Medium induzierte Expressionskulturen nach 24- 
und 48-stündiger Induktionszeit. Abbildung 4.2.3-4 zeigt beispielhaft die intrazelluläre 
Expression von Cme (SMD pAOX-Cme his Klon 6) und prM (SMD pAOX-prM his Klon 3) als 
Positivkontrolle. Es ist ersichtlich, dass sich der Anteil fluoreszierender und somit Zielpeptid 
synthetisierender Zellen (Bild A prM, Bild C Cme) von der Gesamtzahl der fixierten Zellen für 
prM (Bild B) und Cme (Bild D) deutlich unterscheidet. Während ca. 99 % der pAOX-prM his 
transformierten Zellen fluoreszieren und somit eine entsprechende Zielpeptidsynthese 
nachgewiesen werden konnte, ist in weniger als 50 % der Zellen der Cme exprimierenden 
Kultur ein schwaches Fluoreszenzsignal zu detektieren. Eine gleiche Beobachtung ergab 
sich bei der Expression von pAOX-Cnat his-Transformanten (ohne Abbildung).  
 
Abbildung 4.2.3-4 Analyse der intrazellulären Expression von Cme (C, D) im Vergleich zu prM (A, B) 
mittels indirektem Immunfluoreszenztest. A und C: Hefezellen 24 h nach Induktion in BMMY-Medium, 





Da die Polypeptide Cnat und Cme nicht in den Überstand sekretiert wurden, Western Blot 
bzw. indirekter Immunfluoreszenztest intrazellulär jedoch eine Polypeptidsynthese 
nachwiesen, wurde eine Zielpeptidextraktion aus den Hefezellen mit anschließender 
Reinigung des gefällten Proteingemisches mittels Nickel-Affinitätschromatographie 
angedacht. Durch verschiedene Fällungsmethoden wurde versucht die Zielpeptidausbeuten 
zu erhöhen. Tabelle 4.2.3-1 führt die alternativ zur TCA-Fällung ausgetesteten Methoden der 
Proteinfällung nach erfolgtem Zellaufschluss auf. 
Tabelle 4.2.3-1 Alternative Fällungsreagenzien zur Proteinextraktion aus Hefezellen. 
Fällungsreagenz Durchführung  
Ethanol Zugabe des Lysepuffers, Inkubation 10 min auf Eis, Zugabe von 
2 Volumen Ethanol, Inkubation 30 min  auf Eis, Zentrifugation 
30 min bei 300 x g und 4 °C 
Ether Zugabe des Lysepuffers, Inkubation 10 min auf Eis, Zugabe von 
10 Volumen kaltem Ether, Vortexen, Inkubation 15 min auf Eis, 
Zentrifugation 15 min bei 3000 x g und 4 °C 
Ammoniumsulfat Zugabe des Lysepuffers, Inkubation 10 min auf Eis, Zugabe der 
jeweiligen Feststoffmenge um 90 % bzw. 45 % (w/v) (NH4)2SO4 in 
der Probe zu erhalten, Vortexen, Inkubation 30 min auf Eis, 
Zentrifugation 10 min bei 10000 x g und 4 °C 
 
Durch Lösen der Proteingemische in Probenpuffer und Auftrag gleicher Mengen war ein 
direkter Vergleich im Western Blot möglich. Ein Unterschied in der enthaltenen 
Zielpeptidmenge war jedoch nicht erkennbar (Daten nicht gezeigt), so dass die 
herkömmliche TCA-Fällung beibehalten wurde. 
 
Abbildung 4.2.3-5 SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) zur Analyse der Reinigung von Cme aus dem 
Proteingemisch mittels Nickel-Affinitätschromatographie. SMD pAOX-Cme his Klon 1: 1 = Zelllysat, 
2 =Durchlauf, 3 = Waschfraktion, 4-7 = Elutionsfraktion 1-4, 8 = konzentrierte Elutionsfraktion; M = Marker. 
Abbildung 4.2.3-5 A zeigt die Analyse der Reinigung von Cme aus dem Zelllysat durch 
Anwendung der Nickel-Affinitätschromatographie (Ni-NTA). Das Bandenmuster des 





einzelne Proteinbande, die auf eine selektive Reinigung des Zielpeptids hinweist, ist in den 
Elutionsfraktionen 1 bis 4 (Spur 4-7) nicht erkennbar.  
Im Western Blot (Abbildung 4.2.3-5 B) zeigen sich im Probenmaterial, welches durch 
Konzentration der Elutionsfraktionen in der Vakuumzentrifuge gewonnen wurde, zwei über 
den (His)6-Tag-Antikörper detektierbare Peptidfraktionen. Deren apparentes Molekular-
gewicht kann mit ca. 10 kDa und 20 kDa angegeben werden. Wird ein Vergleich mit Bild A 
angestellt, kann die 20 kDa-Zielpeptidbande bereits im Durchlauf (Spur 2) und in der 
Waschfraktion (Spur 3) detektiert werden. Die Versuche der Cnat-Reinigung zeigten 
vergleichbare Resultate (ohne Abbildung). Entsprechend des in Abbildung 4.2.3-2 gezeigten 
Bandenmusters des Zelllysats, konnten im Durchlauf mehrere Peptidfraktionen 
nachgewiesen werden. Ein ähnliches Bandenmuster wurde in den Elutionsfraktionen nicht 
beobachtet. Die affinitätschromatografische Reinigung der Polypeptide Cnat und Cme war 
nach bisherigem Protokoll nicht möglich. Als eine mögliche Ursache wurde eine schlechte 
Interaktion der Peptide mit der Nickel-Ionen-Matrix angenommen. Um eine eventuelle 
Unzugänglichkeit des Histidin-Tags auszuschließen, sollte durch Zusatz von Urea (4 M) mit 
anschließender Inkubation bei 95 °C eine Denaturierung der Zielpeptide vor Auftrag auf die 
Säulenmatrix erreicht werden. Zusätzlich zur Variation des Resuspensionspuffers, erfolgte 
eine Veränderung der Zusammensetzung von Wasch- und Elutionspuffer. Die in Tabelle 
4.2.3-2 gezeigte Pufferzusammensetzung unterscheidet die neuen Ni-NTA-Puffer von den 
bisher verwendeten Puffern durch Ersetzen des Nickel-Ionen-reduzierenden Tris-Cl mit 
Natriumdihydrogenphosphat (vgl. Tabelle 3.4.7-2 Seite 39).  
Tabelle 4.2.3-2 Veränderte Zusammensetzung der Puffer für die Metall-Affinitätschromatographie zur 
Reinigung der Polypeptide Cme und Cnat. 
Puffer  Zusammensetzung  
Waschpuffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol 
Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol 
 
Weder die Beeinflussung der Histidin-Tag-Zugänglichkeit noch die Veränderung der 
Ni-NTA-Pufferzusammensetzung oder die Inkubation der Proteinlösung mit der 
Ni-NTA-Agarose über Nacht resultierten in einer verbesserten Zielpeptidbindung am 






4.3 Expression von Cnat und Cme in E. coli 
Aufgrund der Tatsache, dass die rekombinanten Polypeptide Cnat und Cme nicht 
sekretorisch in P. pastoris exprimiert werden konnten, ging ein wesentlicher Vorteil dieses 
Expressionssystems verloren. Darüber hinaus gestaltete sich die Reinigung des intrazellulär 
vorliegenden Zielpeptids als uneffektiv, so dass E. coli als alternatives Expressionssystem 
herangezogen wurde. Dieses seit langem für rekombinante Proteinexpression etablierte 
prokaryotische Expressionssystem bietet neben einfachen und kostengünstigen 
Kultivierungsbedingungen, schnelle Wachstums- und hohe Expressionsraten. Unter 
Verwendung des Vektors pMAL-c2X aus dem pMAL Protein Fusion and Purification System 
(New England BioLabs) bietet sich die Möglichkeit der cytoplasmatischen Expression. Vorteil 
dieser Variante ist die laut Herstellerangabe größere Proteinausbeute (20-40 % des 
Gesamtproteinanteils) im Vergleich zur alternativ möglichen periplasmatischen Expression 
über pMAL-p2X mit lediglich 1-5 % Anteil am zellulären Gesamtprotein. Dennoch bietet die 
periplasmatische Expression den Vorteil, dass das rekombinante Protein keinem Abbau 
durch Proteasen im Cytoplasma ausgesetzt ist, was bei Protease-sensitiven Proteinen 
entscheidend sein kann. In die für die peri- wie auch cytoplasmatische Expression genutzten 
Vektoren (Vektorenkarte siehe Abbildung 4.3.1-2 Seite 58) wird die Fremdgensequenz 
downstream vom E. coli malE-Gen inseriert, welches für das Maltose-bindende Protein 
(MBP) kodiert. MBP schützt das entstehende MBP-Fusionsprotein vor Einlagerung in 
cytoplasmatische Einschlusskörperchen und macht eine affinitätschromatografische 
Reinigung über Amylose möglich (Hannig und Makrides; 1998; Riggs; 2000). Zur Steuerung 
einer hohen Expressionsrate des Zielproteins wird der im Vektor enthaltene tac-Promotor im 
Zusammenspiel mit dem laclq-Gen genutzt. Letzteres kodiert für den lac-Repressor, welcher 
für eine niedrige Expression vom tac-Promotor in Abwesenheit des künstlichen Aktivators 
IPTG sorgt. Wird die Bakterienkultur jedoch mit IPTG induziert, entfällt die negative 
Rückkopplung auf den tac-Promotor. Zusätzlich ist in den beschriebenen Vektoren die 
Erkennungssequenz für die Serinprotease Faktor Xa vorhanden, welche die Spaltung des 
MBP-Fusionsproteins nach der Reinigung mittels Amylose-Affinitätschromatographie 
realisiert. 
4.3.1 Klonierung der Expressionsplasmide 
Zur Herstellung der bakteriellen Expressionsplasmide konnte für die Amplifikation der 
Gensequenz Cnat auf die zur Klonierung von P. pastoris erzeugte cDNA (vgl. 4.2.1) 
zurückgegriffen werden. Für die Gensequenz Cme diente das Plasmid pCR2.1-Cme-WNV 
als Matrize (vgl. Punkt I unter 3.1.2 und Tabelle 3.1.2-3). Zur Klonierung in die bakteriellen 





Verwendung genspezifischer Primer mit 5’-Überhang (Tabelle 2.2-2) amplifiziert und mit den 
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme EcoRI und HindIII versehen.  
Abbildung 4.3.1-1 stellt die Analyse der amplifizierten Fragmente mittels Gelelektrophorese 
dar. Spur 1 in Bild A weist hierbei das Amplifikat des Fragments Cme mit einer erwarteten 
Fragmentlänge von 184 bp unterhalb der 200 bp-Markerreferenz auf. In Bild B ist Cnat mit 
der erwarteten Fragmentlänge von 297 bp auf Höhe der 300 bp-Markerreferenz gezeigt. 
 
Abbildung 4.3.1-1 Analyse der PCR-Produkte zur Amplifikation der Strukturproteinsequenzen Cme (A) 
und Cnat (B). 1 = Amplifikat Cme, 2 = Amplifikat Cnat; M =Marker.  
Der analoge, enzymatische Verdau der Strukturproteinsequenzen und der Expressions-
vektoren pMAL-c2X und pMAL-p2X mit EcoRI und HindIII gewährleistete den gerichteten 
Einbau der Fremdgensequenz. Die erwarteten Größen der vollständig ligierten 
Expressionsplasmide (Durchführung vgl. Abschnitt 3.1.8) sind nachfolgend in Tabelle 4.3.1-1 
aufgeführt. 
Tabelle 4.3.1-1 Amplifikate mit dazugehörigen Expressionsplasmiden zur Transformation in E. coli. 
Amplifikat Expressionsplasmid 











184 pMAL-c2X-Cme 6791 
Cme Cme/CnatEcoRIs; 
Cme/CnatHind3as 







Abbildung 4.3.1-2 zeigt die Vektorenkarte des genutzten E. coli-Expressionssystems. 
 
Abbildung 4.3.1-2 Darstellung der Vektorenkarte pMAL-c2X und pMAL-p2X. Modifizierte Abbildung 
übernommen aus (Riggs; 2000).  
4.3.2 Transformation von E. coli 
Die Transformation kompetenter Bakterienzellen mit den in Tabelle 4.3.1-1 aufgeführten 
Expressionsplasmiden erfolgte wie in Abschnitt 3.2.3 (Seite 31) beschrieben. Zur 
Verifizierung des Transformationsergebnisses wurden ausgewählte Klone unter Verwendung 
des Primerpaares pMAL Seqfor und pMAL Seqrev (vgl. Tabelle 2.2-2) einer Kolonie-PCR 
unterzogen. Abbildung 4.3.2-1 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der analytischen 
Kolonie-PCR ausgewählter E. coli-Transformanten. In Bild A sind pMAL-c2X-Cme Klon 1 bis 
3 mit einer erwarteten Fragmentlänge von 282 bp dargestellt. Bild B zeigt pMAL-c2X-Cnat 
Klon 1 bis 5. Bei vollständiger Integration des Fremdgens wird eine Fragmentlänge von 
390 bp erwartet. Bild C zeigt die PCR-Produkte der untersuchten pMAL-p2X-Cnat Klone 1 
bis 5. Die erwartete Länge von 390 bp trifft für alle untersuchten Klone zu. Bild D weist die 
PCR-Produkte der pMAL-p2X-Cme Klone 1 bis 5 auf. Die Fragmente entsprechen der 
erwarteten Länge von 282 bp, was für eine vollständigen Einbau des Fremdgens spricht.  
Darüber hinaus diente ein enzymatischer Doppelverdau der isolierten Plasmid-DNA mit den 
Restriktionsenzymen HindIII und BglII bzw. HindIII und EcoRV zur Überprüfung der 
Vollständigkeit der Plasmide. Abbildung 4.3.2-2 A zeigt exemplarisch den Kontrollverdau des 
Expressionsplasmides pMAL-c2X-Cnat Klon 5 mit HindIII und BglII, wobei Fragmente mit 
Längen von 1093 bp und 5806 bp erwartet wurden. Die Restriktion des Plasmides 





von 2179 bp und 4798 bp (Abbildung 4.3.2-2 B). Die anschließende DNA-Sequenzierung 
konnte in allen ausgewählten Expressionsplasmiden pMAL-c2X-Cnat/ Cme bzw. 
pMAL-p2X-Cnat/ Cme das vollständig inserierte Fremdgen mit korrekter Gensequenz 
bestätigen. Diese jeweiligen Klone wurden zur Polypeptidexpression herangezogen. 
 
Abbildung 4.3.2-1 Kolonie-PCR transformierter E. coli-Klone zur Überprüfung der Integration der 
Expressionskassette. A): pMAL-c2X-Cme Klon 1-3, B): pMAL-c2X-Cnat 1-5, C): pMAL-p2X-Cnat 1-5, 
D): pMAL-p2X-Cme Klon 1-5; M = Marker. 
 
Abbildung 4.3.2-2 Analytischer Doppelverdau zur Überprüfung der Vollständigkeit der Plasmide 
pMAL-c2X-Cnat des Klon 5 (A) und pMAL-p2X-Cnat des Klon 4 (B). M = Marker. 
4.3.3 Expression der WNV-Sequenzen Cnat und Cme als Fusionsproteine 
Die Expression der C-Protein-Derivate erfolgte cytoplasmatisch durch Transformanten mit 
pMAL-c2X-Cnat bzw. pMAL-c2X-Cme und periplasmatisch durch transformierte 
E. coli-Zellen mit pMAL-p2X-Cnat bzw. pMAL-p2X-Cme als Fusionsproteine. Diese weisen 
N-terminal das Maltose-bindende Protein (MBP) und C-terminal einen Histidin-Tag auf.  
Zur Definition der optimalen Expressionsbedingungen des jeweiligen Fusionsproteins wurde 
zunächst ein Pilotexperiment wie in Abschnitt 3.2.5 (siehe Seite 32) beschrieben 
durchgeführt. Ziel war die Auswahl des geeigneten Expressionsvektors sowie die Festlegung 
der optimalen Induktionsdauer. Die Probenentnahme erfolgte zum Zeitpunkt vor Induktion 
(0 h) sowie 1 h, 2 h, 3 h und 24 h (über Nacht) nach Zugabe von IPTG als Induktionsfaktor. 





ermöglichten eine Analyse vergleichbarer Menge Zellmaterial im Western Blot. Tabelle 
4.3.3-1 zeigt eine Übersicht der zu erwartenden theoretischen Molekulargewichte der 
jeweiligen MBP-Fusionsproteine sowie die nach Spaltung mit Faktor Xa erhaltenen 
rekombinanten Polypeptide Cnat und Cme. 
Tabelle 4.3.3-1 Theoretisches Molekulargewicht der in E. coli expimierten MBP-Fusionsproteine. 




Cnat  10,9 
Cme   8,2 
 
Die Expression von MBP-Cme lässt ein Produkt mit einem Molekulargewicht von 50,7 kDa 
erwarten. Das Ergebnis des Western Blots zeigt Abbildung 4.3.3-1. Das 
proteinhistochemisch nachgewiesene Syntheseprodukt besitzt ein apparentes 
Molekulargewicht von ca. 55 kDa sowohl bei cytoplasmatischer (Bild A) als auch bei 
periplasmatischer Expression (Bild B). Die erkennbar prominenteren Banden bei 
cytoplasmatischer Expression von MBP-Cme sprechen für eine quantitativ höhere 
Proteinsynthese. Diese ist nach 3-stündiger Induktionsdauer effektiver als in der 
dargestellten Übernachtkultur, da mit verlängerter Induktionszeit mehr Abbauprodukte bzw. 
Fragmente des Zielproteins intrazellulär akkumulieren. Eine bestmögliche Expressionsrate 
kann entsprechend des Pilotexperiments mit Transformanten des Expressionplasmides 
pMAL-c2X-Cme bei einer Induktionszeit von 3 h erzielt werden. Im weiteren Verlauf diente 
pMAL-c2X-Cme Klon 1 der Expression des Proteins MBP-Cme im großen Maßstab. 
 
Abbildung 4.3.3-1 Analyse der cytoplasmatischen Expression (A) und periplasmatischen Expression (B) 
von MBP-Cme mittels Western Blot. M = Marker, üN = Induktion über Nacht; M = Marker. 
Für das Fusionsprotein MBP-Cnat wurde ein theoretisches Molekulargewicht von 53,4 kDa 
berechnet. Der in Abbildung 4.3.3-2 dargestellte Western Blot zeigt eine mit 





von ca. 60 kDa bei cytoplasmatischer Expression (Bild A). Die Analyse der periplasmatischen 
Expression (Bild B) weist eine schwächere Proteinbande ebenfalls zwischen der 55 - und der 
72-kDa-Markerreferenz auf. Das zunächst angenommene apparente Molekulargewicht belief 
sich auf 60 kDa. Aufgrund der geringen Zielproteinsynthese bei der periplasmatischen 
Expression, wurde der weitere Verlauf auf die cytoplasmatische Expression von MBP-Cnat 
ausgerichtet. Hierbei war nach 3-stündiger Induktionsdauer die Proteinkonzentration im 
Verhältnis zu den sichtbaren Abbauprodukten am höchsten (vgl. Abbildung 4.3.3-2 Bild A). 
Entsprechend des Pilotexperiments wurde pMAL-c2X-Cnat Klon 5 zur Expression des 
Proteins MBP-Cnat im großen Maßstab benutzt. 
 
Abbildung 4.3.3-2 Analyse der cytoplasmatischen Expression (A) und periplasmatischen Expression (B) 
von MBP-Cnat mittels Western Blot. M = Marker, üN = Induktion über Nacht.  
Für beide Fusionsproteine wurde die cytoplasmatische Expression über einen Zeitraum von 
3 h als optimal bestimmt. Die Reinigung der MBP-Fusionsproteine erfolgte mittels 
Amylose-Affinitätschromatographie. Insgesamt konnte pro 1 l Kultur 6,5 mg MBP-Cnat und 
1 mg MBP-Cme gewonnen werden.  
Abbildung 4.3.3-3 zeigt repräsentativ die Reinigung von MBP-Cnat. Das Volumen des die 
Säulenmatrix durchlaufenden Kulturlysats wurde als Durchlauf (Spur 2) aufgefangen und 
vergleichend zum Ausgangsmaterial (Spur 1) aufgetragen. Es ist ersichtlich, dass der 
Durchlauf noch MBP-Cnat-Fusionsprotein enthält. Aufgrunddessen erfolgte die 
Aufbewahrung des aufgefangenen Durchlaufvolumens mit nachfolgendem Einsatz als Probe 
zu einer weiteren Reinigung. 
 
Abbildung 4.3.3-3 Analytische SDS-PAGE mit Silberfärbung nach Amylose-Affinitätschromatographie zur 





Zudem fällt auf, dass die Waschfraktion (Spur 3) neben Fremdproteinen eine Bande bei 
55 kDa aufweist, welche dem MBP-Cnat entspricht. In den Elutionsfrationen (Spur 4-11) ist 
zum einen das Zielprotein als starke Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 
55 kDa zu sehen, zum anderen unspezifische Banden geringeren Molekulargewichtes. 
Hierbei kann es sich um Abbauprodukte des Zielproteins mit erhaltenem MBP-Rest handeln 
oder um bakterielle Begleitproteine, welche unspezifisch mit gereinigt wurden. 
4.3.4 Spaltung der Fusionsproteine mittels Faktor Xa 
Ziel ist es, die Strukturproteinderivate Cnat und Cme ohne das N-terminale 
Maltose-bindende Protein einsetzten zu können. Aufgrunddessen erfolgte eine Spaltung der 
MBP-Fusionsproteine mit aktiviertem Gerinnungsfaktor X (Faktor Xa). Die Durchführung der 
Abspaltungsreaktion ist im Abschnitt 3.4.9 (Seite 40) erläutert. Zur Bestimmung der 
optimalen Reaktionszeit diente ein Vorversuch mit 100 µg Fusionsprotein. 
Abbildung 4.3.4-1 A stellt exemplarisch die Vorversuchsreihe für MBP-Cnat dar. Gezeigt sind 
Proben nach 2 h, 4 h, 8 h und 24 h Inkubationszeit (Spur 1-4). Darin enthalten waren jeweils 
4 µg Fusionsprotein, so dass eine quantitative Aussage über die Spaltungsgeschwindigkeit 
getroffen werden konnte. Es ist ersichtlich, dass die Fusionsproteinbande, oberhalb der 
55 kDa-Markerreferenz laufend, im Zeitverlauf abnimmt. Bei gleichzeitiger Zunahme der 
Bande bei ca. 43 kDa, spricht dies für die fortschreitende Abspaltung von MBP, dessen 
erwartetes Molekulargewicht bei 42,5 kDa liegt. Cnat besitzt ein theoretisches 
Molekulargewicht von 10,9 kDa. Die Bande, die dem Zielprotein entspricht, erscheint im 
Polyacrylamid-Gel auf Höhe der 15 kDa-Markerreferenz und konnte mittels Western Blot 
über den proteinspezifischen (His)6-Tag-Antikörper als Cnat-Peptid bestätigt werden (Bild C). 
Die im Polyacrylamid-Gel sichtbaren zusätzlichen Proteinbanden konnten im Western Blot 
nicht nachgewiesen werden. Es könnte sich um Abbauprodukte des Zielproteins mit 
fehlendem Histidin-Tag oder um unspezifische bakterielle Begleitproteine handeln. Im 
Western Blot ebenfalls detektierbar ist das Protein mit 55 kDa apparentem Molekulargewicht, 
welches dem noch nicht gespaltenen Fusionsprotein MBP-Cnat entspricht. Die MBP-Bande 
ist erwartungsgemäß im Western Blot nicht nachweisbar, da MBP keinen Histidin-Tag 
enthält. 
Nach 24-stündiger Inkubation mit Faktor Xa erfolgte lediglich ein unvollständiger Umsatz der 
Fusionsproteine MBP-Cnat und MBP-Cme. Das erwartete Molekulargewicht für frei 
vorliegendes Cme entspricht 8,2 kDa. In durchgeführten SDS-PAGE (Abbildung 4.3.4-1 B 
Spur 3 und 4) und Western Blots (ohne Abbildung) bestätigt sich ein entsprechendes 
apparentes Molekulargewicht mit einer unterhalb der 10 kDa-Markerreferenz detektierten 
Polypeptidbande. Um eine nahezu vollständige Spaltung und somit einen geringen 
quantitativen Verlust an Zielpeptid zu erreichen, wurde eine Verlängerung der 





der Inkubation von MBP-Cnat (Spur 1 und 2) und MBP-Cme (Spur 3 und 4) nach 72-
stündiger Inkubation mit Faktor Xa gegenüber. Eine vollständige Spaltung beider 
Fusionsproteine ist nach 72 h nicht erreicht. Um einer unspezifischen Degradation der 
Zielproteine vorzubeugen, wurde auf die nochmalige Verlängerung der Reaktionszeit 
verzichtet. 
 
Abbildung 4.3.4-1 Analytische SDS-PAGE (A, B) und Western Blot (C) zur Verifizierung der Spaltung der 
Fusionsproteine MBP-Cnat und MBP-Cme mit aktiviertem Faktor X. A): 1-4 = Spaltung MBP-Cnat nach 2 h, 
4 h, 8 h, 24 h Inkubationszeit, B): Spaltung MBP-Cnat (1-2) und MBP-Cme (3-4) nach 72 h Inkubationszeit, 
C: Spaltung MBP-Cnat nach 2 h, 4 h, 8 h, 24 h Inkubationszeit; M = Marker. 
4.3.5 Isolierung der Zielpeptide Cnat und Cme 
Nach erfolgter Spaltung der Fusionsproteine erfolgte die Trennung des Proteingemisches. 
Die C-terminal von einem Histidin-Tag trunkierten C-Protein-Derivate Cnat und Cme sollen 
mittels Metall-Affinitätschromatographie vom abgespalteten MBP getrennt werden. Die 
Durchführung ist in Punkt II im Abschnitt 3.4.7 (Seite 39) beschrieben. 
Abbildung 4.3.5-1 A stellt die analytische SDS-PAGE der Reinigung von Cnat aus dem 
Faktor Xa-Reaktionsansatz dar. In Spur 1 ist der Durchlauf des Cnat/MBP-Proteingemisches 
nach Passage der Säulenmatrix aufgetragen. Die intensiv gefärbte Bande auf Höhe von 
43 kDa ist auf Grund des theoretischen Molekulargewichts von 42,5 kDa als MBP zu 
identifizieren. Die darüber liegende schwächere Bande mit einem apparenten 
Molekulargewicht von 60 kDa stellt nicht gespaltenes MBP-Cnat Fusionsprotein dar. Spur 2 
und 3 zeigen die Waschfraktion, die ebenfalls MBP aufweist. Ab Spur 4 sind die 
Elutionsfraktionen aufgetragen. Auffällig ist hierbei, dass trotz Einsatz großer Volumen 
Waschpuffer in Elutionsfraktion 1 weiterhin MBP aus der Säulenmatrix gewaschen wird. In 
jeder Elutionsfraktion ist in abnehmender Intensität die Zielpeptidbande mit einem 
apparenten Molekulargewicht von 15 kDa nachweisbar. Die schmale Bande auf Höhe der 
60 kDa-Markerreferenz (Spur 4) zeigt, dass eine Elution des nicht gespaltenen 
Fusionsproteins, welches die gleichen Bindungsvoraussetzungen wie das Zielpeptid besitzt, 
nicht vermieden werden kann. Durch Anwendung der Molekularsiebchromatographie 





separiert werden. In den Elutionsfraktionen 3 bis 5 der Abbildung 4.3.5-1 B ist das Polypeptid 
Cnat als alleinige Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 15 kDa erkennbar. 
Von 85 mg eingesetztem MBP-Cnat Fusionsprotein konnte eine Gesamtmenge von 6,15 mg 
Cnat erhalten werden. Dies entspricht einer Zielpeptidkonzentration von 615  µg/ml. 
 
Abbildung 4.3.5-1 Analytische SDS-PAGE nach Nickel-Affinitätschromatographie (A) und Molekularsieb-
chromatographie (B) zur Separation und Umpufferung von Cnat. A): 1 = Durchlauf, 2-3 = Waschfraktion, 
4 = Elutionsfraktion 1, 5-8 = Elutionsfraktion 6-9, B): 1-6 = Elutionsfraktion 1-6; M = Marker. 
Eine Trennung des Cme/MBP-Proteingemisches war unter Anwendung der 
Nickel-Affinitätschromatographie nicht möglich. In Bild A der Abbildung 4.3.5-2 wird 
ersichtlich, dass sich das gespaltene Zielpeptid Cme nicht an die Säulenmatrix bindet. Es ist 
im Durchlauf (Spur 1) und in der Waschfraktion (Spur 2) deutlich als Bande unterhalb der 
10 kDa-Markerreferenz sichtbar. In Spur 4 bis 9 ist lediglich eluiertes Fusionsprotein 
MBP-Cme auf Höhe der 55 kDa-Markerreferenz zu erkennen.  
 
Abbildung 4.3.5-2 Analytische SDS-PAGE der einzelnen Separationsverfahren zur Trennung des 
Proteingemisches Cme/MBP. A): Nickel-Affinitätschromatographie: 1 = Durchlauf, 2-3 = Waschfraktion, 4-9 = 
Elutionsfraktion 1-6, B): D-Salt-Polyacrylamide-Säule: 1-2 = Elutionsfraktion 3 und 4, C): Amylose-Affinitäts-
chromatographie: 3 = Elutionsfraktion, D): Roti-Spin MINI (10 kDa MWCO): 4 = Membranüberstand nach 
Zentrifugation; M =Marker. 
Cme konnte trotz Variation in der Zusammensetzung der für die 
Metall-Affinitätschromatographie verwendeten Wasch- und Elutionspuffer nicht aus dem 
Cme/MBP-Proteingemisch separiert werden (vgl. Abschnitt 4.2.3 Tabelle 4.2.3-2 Seite 55). 
Daher wurde versucht über eine Größenausschlusschromatographie unter Verwendung 
einer D-Salt-Polyacrylamide-Säule eine Trennung der Proteinfraktionen Cme und MBP zu 
erreichen. Dabei sollte der erhebliche Größenunterschied von über 30 kDa zwischen MBP 





des kleineren Cme-Peptids gegenüber MBP konnte jedoch nicht festgestellt werden, so dass 
eine verzögerte Elution von Cme ausblieb. Alle gewonnenen proteinhaltigen 
Elutionsfraktionen enthielten MBP und Cme, wie Bild B der Abbildung 4.3.5-2 zeigt. 
Dargestellt sind repräsentativ zwei Elutionsfraktionen nach Durchlauf der 
D-Salt-Polyacrylamide-Matrix (Spur 1 und 2). Beide Proben weisen 3 deutliche 
Proteinbanden auf. Hierbei ist die bei 55 kDa laufende Proteinbande als ungespaltenes 
MBP-Fusionsprotein zu identifizieren. Die Bande mit 43 kDa Molekulargewicht entspricht 
MBP, die mit einem apparenten Molekulargewicht von 10 kDa stellt Cme dar. 
Alternativ wurde eine Negativreinigung durch Bindung der MBP-Moleküle an die 
Amylose-Matrix angestrebt (vgl. Punkt I im Abschnitt 3.4.7 Seite 38). Eine klare Separation 
des Cme/MBP-Proteingemisches blieb jedoch aus, wie Spur 3 in Bild C der Abbildung 
4.3.5-2 auf Seite 64 verdeutlicht. Die Probe der dargestellten Elutionsfraktion beinhaltet Cme 
als Bande knapp unterhalb der 10 kDa-Markerreferenz, sowie MBP, welches entsprechend 
seines apparenten Molekulargewichtes auf Höhe der 43 kDa erkennbar ist. Ein erneuter 
Versuch der Trennung der beiden Proteine erfolgte unter Anwendung des Größen-
ausschlusszentrifugalkonzentrators Roti-Spin MINI (10 kDa MWCO). Dabei wurde die 
Isolierung von Cme mittels Applikation des Proteingemisches auf ein Molekularsieb 
(Porengröße 10 kDa) zum Rückhalt von Proteinen mit einer Größe von 30 - 90 kDa laut 
Herstellerangaben forciert. Durch anschließende Zentrifugation in drei Durchgängen zu je 
8 min bei 14000 x g unter Zugabe von Reinstwasser sollte Cme die Siebmembran 
durchdringen und MBP zurückgehalten werden. Eine anschließende SDS-PAGE zur Analyse 
von Durchlauf und Membranüberstand zeigt keine Separation von Cme und MBP, wie in 
Bild D der Abbildung 4.3.5-2 dargestellt. Spur 4 zeigt deutlich die Bande des Zielpeptids Cme 
entsprechend des apparenten Molekulargewichts mit ca. 10 kDa, sowie die MBP-Fraktion 
auf Höhe der 43 kDa. Zudem ist eine Bande auf Höhe der 55 kDa-Markerreferenz erkennbar, 
welche dem nichtgespaltenen Fusionsprotein MBP-Cme entspricht.  
Aufgrund der hohen Anzahl von Separationsversuchen, die mit jedem Durchgang einen 
Verlust von Zielpeptid und eine Strukturveränderung von Cme bedingen können, wurde von 
weiteren Versuchen abgesehen. Zur vorgesehenen Immunisierung der Balb/c-Mäuse wurde 






4.4 Untersuchung der Immunogenität der rekombinanten 
WNV-Polypeptide 
Um die potenzielle Immunogenität der rekombinant in P. pastoris bzw. E. coli exprimierten 
Polypeptide zu testen, erfolgte eine Immunisierung von Mäusen eines 
Balb/c-Inzuchtstammes mit den gereinigten Peptidantigenen prM, Cnat und MBP-Cme. Im 
Anschluss erfolgte die Analyse der murinen Seren auf spezifisch gegen die 
Immunisierungspeptide gebildeten Antikörper. 
4.4.1 Immunisierung von Versuchstieren mit rekombinanten WNV-Polypeptiden 
Die Immunisierung der Balb/c-Mäuse erfolgte wie in Abschnitt 3.4.11 auf Seite 42 
beschrieben. Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der Höhe des Antikörpertiters in 
Abhängigkeit vom eingesetzten Immunisierungsprotokoll. Von einer weiteren Differenzierung 
zwischen Versuchstieren behandelt nach IP 1 bzw. IP 2 wird daher verzichtet. 
4.4.2 Analyse der murinen Seren mittels ELISA 
Zur quantitativen Analyse der Antikörpertiter der murinen Seren wurde die Endpunkttitration 
durchgeführt. Abbildung 4.4.2-1 zeigt den gemittelten Antikörpertiter der mit Cnat (Grafik A) 
und MBP-Cme (Grafik B) immunisierten Balb/c-Mäuse. Getestet wurden die murinen Seren 
auf mit Cnat (2 μg/ml) bzw. H2O2-inaktiviertem WNV (10 μg/ml) beschichteten 
Microlon-ELISA-Platten. Die mit Cnat immunisierten Mäuse weisen im Mittel einen 
Antikörpertiter gegen homologes Peptid von 31.500 auf. Der ermittelte Virus-spezifische 
Antikörpertiter liegt bei 15.200, woraus sich ein Anteil gegen WNV gerichteter Antikörper am 
Gesamtantikörpertiter von ca. 50 % ergibt. Grafik B visualisiert den Mittelwert der 
Antikörpertiter der durch Immunisierung mit MBP-Cme gewonnenen Seren, getestet auf 
rekombinantem Polypeptid Cnat. Es ergibt sich ein C-Peptid-spezifischer Antikörpertiter von 
3600. Die Testung der Seren auf Virus-beschichteten ELISA-Platten ergibt einen 
WNV-spezifischen Antikörpertiter von 3400. Der Anteil gegen WNV gerichteter Antikörper am 
Gesamtantikörpertiter entspricht ca. 85 %. 
 
Abbildung 4.4.2-1 Darstellung der gemittelten Antikörpertiter gegen die eingesetzten Peptidantigene Cnat 
(A), MBP-Cme (B) und prM (C). Antikörpertiter getestet auf mit homologem Peptid (2 μg/ml), H2O2-inaktiviertem 





Die gemittelten Ergebniswerte der Serumanalyse der mit prM immunisierten Versuchstiere 
sind in Grafik C der Abbildung 4.4.2-1 dargestellt. Es erfolgte parallel zur Testung auf 
homologem Peptid eine Vergleichsuntersuchung auf Kontrollpeptid (Kp, Expressionsprodukt 
entstanden nach Translation des Leervektors pAOXα-mut, 47 AS, theoretisches 
Molekulargewicht 5,14 kDa). Der Mittelwert der errechneten Antikörpertiter gegen prM 
entspricht 22.000. Um bei der prM-spezifischen Titerbestimmung falsch positive Reaktionen 
mit eventuell in der Antigenlösung vorhandenen Hefeproteinen auszuschließen, ergibt sich 
der finale gegen prM gerichtete Antikörpertiter aus der Differenz der berechneten Titer für 
das homologe Peptid und dem Kontrollpeptid. Der Differenzbetrag ergibt einen 
Antikörpertiter gegen homologes Peptidantigen von 7.700. Dennoch konnte der tatsächliche 
Anteil gegen prM-Peptid gerichteter Antikörper nur schwer von unspezifischen 
Begleitreaktionen abgegrenzt werden. Aufgrunddessen erfolgte eine erweiterte Analyse des 
rekombinanten prM-Peptids als Antigen in einem ELISA mit Humanseren gesunder Spender 
im Vergleich zu WNV-positiven humanen Serumproben (vgl. 4.4.3). 
Untersuchungen auf WNV-, YFV-, FSMEV- oder JEV- beschichteten ELISA-Platten ließen 
auf keine WNV-spezifische Reaktion der murinen Serumantikörper schließen (Daten nicht 
gezeigt). Deshalb wurde zur genaueren Differenzierung potenziell vorhandener gegen WNV 
gerichteter Antikörper am Gesamtantikörpertiter ein indirekter Immunfluoreszenztest auf 
WNV-infizierten Vero-Zellen durchgeführt (vgl. 4.4.4).  
4.4.3 Erweiterte Analyse des rekombinanten prM-Polypeptids mit Humanseren 
Um die Ergebnisse der durchgeführten Analysen der murinen prM-Seren auf 
prM-beschichteten ELISA-Platten zu präzisieren, erfolgte eine Vergleichsuntersuchung mit 
Seren gesunder Testpersonen sowie WNV-positiver Serumproben. 
Die Analysen von humanen Seren auf prM-beschichteten ELISA-Platten zeigten im Vergleich 
zur Testung dieser Seren auf Kontrollpeptid (Kp) gleichermaßen hohe Reaktionen. Abbildung 
4.4.3-1 auf Seite 68 stellt exemplarisch die gemessenen Extinktionswerte der jeweiligen 
Serumverdünnung einer gesunden Testperson gegen prM und Kontrollpeptid (Kp) 
gegenüber. Es ergab sich eine deutliche Übereinstimmung der Serumreaktion gegen prM 
und Kp. Zudem fallen sehr hohe Extinktionswerte der niedrig verdünnten Serumproben 
(1:50, 1:100, 1:200) auf. Die fehlende Diskrepanz zwischen Anti-prM- und Anti-Kp-Reaktion, 
sowie die hohen gemessenen Werte im niedrigen Verdünnungsbereich geben Hinweise auf 
einen großen Anteil unspezifischer Reaktion. Eine mögliche Optimierung der 
Testbedingungen wurde durch die Variation des eingesetzten Blockpuffers, sowie die 
Verwendung von Polysorp-ELISA-Platten erwartet. Der Einsatz von 5  %iger 





auf Microlon-Platten die unspezifische Reaktion WNV-negativer Seren mit Kp deutlich 
reduzieren (ohne Abbildung). 
 
Abbildung 4.4.3-1 Indirekter ELISA mit serieller Serum-Verdünnungskurve einer gesunden Testperson auf 
mit prM und Kontrollpeptid (Kp) beschichteten ELISA-Platten. Analyse durchgeführt auf Microlon-Platten 
unter Verwendung des Blockpuffers B.  
Eine erkennbare Differenz zwischen der gemessenen Anti-prM- und Anti-Kp-Reaktion konnte 
so erzielt werden. Eine Reduktion der hohen unspezifischen Reaktion einiger negativer 
Seren mit prM stellte sich jedoch nicht ein, so dass deren Abgrenzung zu WNV-positiven 
Seren weiterhin nur sehr schwer möglich war. Die sich aus der Differenz der gemessenen 
OD450-Werte gegen prM und Kp ergebenden Mittelwerte lagen zwischen 0,4 und 1,45. Der 
sich unter Berücksichtigung der Standardabweichung für negative Seren ergebene 
Grenzwert würde 1,65 betragen und wäre somit nicht anwendbar. 
Ein Teil der nach wie vor im niedrigen Verdünnungsbereich vorliegenden Hintergrund-
reaktion konnte unter Verwendung von Polysorp-Platten verringert werden (ohne Abbildung). 
Aus dem Einsatz des Blockpuffers A resultierte eine starke Reduktion der unspezifischen 
Reaktionen negativer Seren auf Kp wie auch prM. Die Differenz zwischen Anti-prM- und 
Anti-Kp-Reaktion nahm mit zunehmender Serumverdünnung zusätzlich ab. Insgesamt ergab 
sich eine drastische Reduktion aller gemessenen Extinktionswerte. So wiesen die 
mitgeführten WNV-positiven Seren ebenfalls eine erniedrige Antigen-Antikörper-Reaktion 
auf. Möglicherweise bedingte die Art der Peptidbindung an den Polysorp-Platten eine 
erschwerte Epitop-Zugänglichkeit, da sich diese ELISA-Platten der Firma Nunc in 
arbeitsgruppeninternen Versuchsreihen für weitere rekombinante Peptid-Antigene 
vergleichbaren Molekular-gewichts als ungeeignet herausstellten. Im Vergleich erreichten die 
WNV-positiven Humanseren ebenso niedrige OD450-Mittelwerte (Extinktionswertdifferenz 
gegen prM und Kp) wie die negativen Kontrollseren. Eine Unterscheidung zwischen 
WNV-positivem und WNV-negativem Serum war nicht möglich. 
Die dargestellten Untersuchungsergebnisse der murinen und humanen Seren sprechen für 
ein erhebliches Maß an unspezifischen Antigen-Antikörper-Bindungen, so dass von keiner 
prM- und somit WNV-spezifischen Immunogenität des rekombinanten Hefepeptids 





Humanseren sowie durch das Ergebnis des durchgeführten indirekten 
Immunfluoreszenztests (vgl. 4.4.4) bestätigt.  
4.4.4 Erweiterte Analyse der murinen prM-Seren im IFT 
Zum Nachweis virusspezifischer Antikörper wurde ein auf WNV-infizierten Vero-Zellen 
indirekter Immunfluoreszenztest durchgeführt (vgl. Punkt II im Abschnitt 3.4.10 Seite 41). 
Das Ergebnis zeigte keine spezifische Grünfluoreszenz, welche für murine prM-bindende 
Antikörper sprechen würde (ohne Abbildung). Obwohl die Menge des replizierten 
prM-Proteins im Viruspartikel nicht exakt bestimmbar ist, ist von einem ausreichenden 
Vorliegen translatierten prM-Proteins in den infizierten Zellen auszugehen. Das Fehlen prM-
spezifischer Antikörper bzw. deren fehlendes Erkennen des nativen prM-Proteins ist als 
Grund für die fehlende Fluoreszenzreaktion am wahrscheinlichsten. Die Immunisierung der 
Versuchstiere mit rekombinantem prM-Peptid generierte somit keine WNV spezifischen 
Antikörper. 
Vor diesem Hintergrund wurde eine weitere Untersuchung von prM als mögliches Antigen für 
ein WNV-spezifisches Testsystem in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt und für die 
weiterführenden Untersuchungen der WNV-positiven Humanseren nicht berücksichtigt. 
 
4.5 Prüfung der rekombinanten Peptidantigene auf ihre Verwend-
barkeit in einem WNV-spezifischen Testsystem 
Zur Prüfung der Polypeptide Cnat und MBP-Cme als potenzielle Antigene innerhalb eines 
indirekten ELISA Testsystems zur Diagnostik von WNV-Infektionen konnten 37 aus Italien 
stammende Humanseren verwendet werden (siehe Tabelle 8-1, Probenauswahl 
bereitgestellt von Frau Prof. L. Barzon, Universität Padua, Italien; Nummerierung 
beibehalten). 
4.5.1 Untersuchung der humanen Seren S2-S42 mittels ELISA 
Die zur Verfügung stehenden, überwiegend WNV-positiv getesteten Seren wurden zunächst 
auf WNV-beschichteten ELISA-Platten nach dem in dieser Arbeit verwendetem Protokoll 
getestet. Abbildung 4.5.1-1 zeigt das Ergebnis des indirekten ELISA-Tests grafisch 
dargestellt. Der überwiegende Teil der Seren liegt über dem errechneten Cut-off-Wert von 
0,15 und wird als positiv gewertet, was die im Vorfeld in Italien durchgeführte Diagnostik für 
31 der 33 positiv getesteten Serumproben bestätigt. Die Seren S4, S6, S8 und S12 liegen in 
ihren Extinktionswerten unterhalb des als rote Linie dargestellten Grenzwertes und sind als 
negativ zu werten. Im Falle der Seren S4, S6 und S8 stimmt das Testergebnis mit der 





WNV-IgM-positiv getestete Serum S12 wurde erwartungsgemäß als WNV-negativ deklariert, 
da mit dem hier eingesetzten ELISA-Test auf WNV-IgG-positive Serumproben getestet 
wurde. Von den vorab als WNV-positiv diagnostizierten Seren konnten lediglich Serum S15 
und S17 mit dem angewendeten ELISA nicht als positiv bestätigt werden. In beiden Fällen ist 
der erhaltene Extinktionswert als grenzwertig einzustufen, da unter Einbeziehung des 
abweichenden Standardfehlers eine Diskrepanz zum Cut-off-Wert von 0,03 bzw. 0,02 
errechnet wurde.  
 
Abbildung 4.5.1-1 Indirekter ELISA der Seren S2-S42 auf WNV. Seren 1:200 verdünnt, Beschichtung mit 
H2O2-inaktiviertem WNV (10 μg/ml), rote Linie: Cut-off von 0,15, durchgeführt auf Microlon-ELISA-Platten. 
4.5.2 Einsatz von Cnat und MBP-Cme als Antigene zur Untersuchung der humanen 
Seren S2-S42 im ELISA 
Die auf WNV getesteten und als positiv bzw. negativ klassifizierten Seren wurden 
vergleichend auf den Antigenen Cnat und MBP-Cme getestet. Abbildung 4.5.2-1 zeigt das 
Ergebnis des indirekten ELISA gegen Cnat. Drei der untersuchten Seren liegen oberhalb des 
errechneten Grenzwertes von 0,25 (rote Linie im Diagramm). Serum S19 und S37 reagieren 
deutlich auf das Cnat-Antigen. Serum S22 erreicht ebenfalls eine Extinktion oberhalb des 
Cut-offs. Die Extinktionswerte aller anderen Seren liegen unterhalb des Grenzwertes und 
reagieren negativ für das Antigen Cnat. 
 
Abbildung 4.5.2-1 Indirekter ELISA der Seren S2-S42 auf Cnat. Seren 1:200 verdünnt, Beschichtung mit Cnat 
(2 μg/ml), rote Linie: Cut-off von 0,25, durchgeführt auf Microlon-ELISA-Platten. 
Das Ergebnis des indirekten ELISA gegen das Fusionsprotein MBP-Cme bildet Abbildung 
4.5.2-2 auf Seite 71 grafisch ab. Lediglich Serum S34 erreicht einen Extinktionswert deutlich 





des Cut-offs liegende Serum S32 zu werten. Die Seren S29, S41 und S42 liegen im 
Grenzbereich und sind nicht sicher als positiv zu detektieren. Die restlichen Seren zeigen 
keine Reaktion auf das Cme-Antigen und liegen mit den gemessenen Extinktionen unterhalb 
des Cut-off-Wertes.  
 
Abbildung 4.5.2-2 Indirekter ELISA der Seren S2-S42 auf MBP-Cme. Seren 1:200 verdünnt, Beschichtung mit 







Die Methodik der bisher angewandten Nachweisverfahren zur Testung von Patientenserum 
auf WNV-Antikörper stützt sich auf indirekte Verfahren, denen inaktiviertes Vollvirus oder das 
durch hohe Sequenzkonservierung gekennzeichnete E-Protein als Antigen dienen. Eine 
Detektion subtypübergreifender, kreuzreaktiver Antikörper ist damit unumgänglich und kann 
zu falsch positiven Testergebnissen führen (AnandaRao et al. 2005; AnandaRao et al. 2006; 
Diamond et al. 2009; Vaughan et al. 2010). Grundlage der vorliegenden Arbeit ist die 
Überlegung, dass durch den Einsatz rekombinanter selektiv reagierender Antigene die 
Spezifität der verfügbaren Verfahren der WNV-Diagnostik verbessert werden kann. 
Demnach wurde die Expression definierter rekombinanter West-Nil-Virus C- und 
prM-Strukturproteinsequenzen zur Herstellung von diagnostisch verwendbaren Antigenen 
und ein damit einhergehender Beitrag zur Etablierung eines indirekten ELISA-Testsystems 
zur Detektion WNV-spezifischer Antikörper als Ziel dieser Arbeit formuliert.  
Im Ergebnis zeigten die C-Protein-Derivate Cnat und MBP-Cme ihre immunologische 
Eigenschaft in der Generierung muriner WNV-spezifischer Antikörper. Darüber hinaus 
gelang der Nachweis einiger WNV-IgG-positiver Humanseren unter Einsatz dieser Antigene 
im indirekten ELISA-Testsystem. 
Die Sequenzabschnitte zur Herstellung der rekombinanten Polypeptide Cnat, Cme und prM 
wurden mittels kombinierter Verfahren von den WNV-Strukturproteinen C und prM abgeleitet. 
Das native Protein C beinhaltet drei potenzielle Epitop-Regionen. Das rekombinant 
exprimierte Polypeptid Cnat schließt die Aminosäuren 20-105 ein. Das zweite vom C-Protein 
abgeleitete Peptidantigen Cme fasst die drei Epitop-Bereiche getrennt durch einen 
Glycinspacer zusammen und beinhaltet somit bis auf die potenziellen B-Zell-Erkennungs-
sequenzen keine Sequenzübereinstimmung mit dem nativen C-Protein. Diese mögliche 
Variante zur Erzeugung eines diagnostisch geeigneten Antigens wurde bereits für ein 
Dengue-Virus-Multiepitop beschrieben (AnandaRao et al. 2005; AnandaRao et al. 2006). Als 
Vorteil für dieses Vorgehen, mögliche subtypübergreifende Antikörpererkennungsregionen 
auszuschließen, wird eine WNV-spezifische Überein-stimmung der Antigen-Antikörper-
Reaktion erwartet. Vor diesem Hintergrund wurde der Sequenzbereich der ersten 20 AS des 
nativen C-Proteins, welcher innerhalb der Flaviviren als eine stark konservierte Epitopregion 
gilt, bewusst ausgespart. Die gewählte Länge der potenziellen Antigensequenz, welche die 
Immunogenität eines Antigens maßgeblich beeinflussen kann, umfasst mindestens 11 AS im 
Fall des Epitop 3 bis hin zu 18 AS, die den Bereich des Epitop 1 des C-Proteins ausmachen. 
Das dritte rekombinante Polypeptid stellt einen Sequenzbereich des nativen 
Vorläuferproteins prM dar, welches im Zusammenhang mit humanen Dengue-Infektionen 





5.1 Expression von prM, Cnat und Cme in P. pastoris 
Zur rekombinanten Expression der ausgewählten, potenziellen B-Zellepitop-Bereiche der 
Strukturproteine prM und C diente zunächst die methylotrophe Hefe P. pastoris. Die 
Amplifikation der entsprechenden Genabschnitte mittels PCR und deren Klonierung in den 
Expressionsvektor pAOXα-mut erfolgte downstream des Sekretionssignals (α-Faktor) im 
Leseraster. Nach Transformation und Bestätigung der Vollständigkeit der eingebrachten 
Expressionskassette konnte die methanolgebundene Expression der definierten 
Strukturproteinbereiche in Form von Polypeptiden mit C-terminalem Histidin-Tag erfolgen. 
Da unter Induktionsbedingungen Methanol als alleinige Kohlenstoffquelle fungiert, wird die 
Stoffwechselaktivität zu Gunsten der Alkoholoxidase verschoben. Diese kann unter 
optimalen Bedingungen bis zu 30 % der löslichen Cytoproteine ausmachen 
(Cregg et al. 1993; Krainer et al. 2012). Entsprechend sind hohe Expressionsraten des 
Fremdgens möglich, welches ebenfalls der Regulation des AOX-Promotors unterliegt. Es 
werden Expressionsraten für in P. pastoris exprimierte virale Proteine von beispielsweise 
2,5 - 3 mg/l rekombinanter Influenza-Neuraminidase (Martinet et al. 1997) bis hin zu 20 mg/l 
für rekombinant exprimiertes HIV-1-Hüllprotein gp120 (Cereghino und Cregg 2000) durch 
Kultivierung im Schüttelkolben angegeben. Eine in ihrer Effizienz gesteigerte 
Proteinexpression wird unter Verwendung eines Fermentors, dessen Nutzung eine Erhöhung 
der Proteinausbeute um das 10fache bewirken kann, beschrieben (Li et al. 2007). Mit 
geringeren Zielproteinmengen ist hingegen zu rechnen, wenn das rekombinante Protein 
einem proteolytischen Degenerationsprozess ausgesetzt ist. So wird für die rekombinante 
Expression des DENV 1 E-Proteins GST E401 lediglich eine Menge von 100 µg/l im 
Expressionsmedium beschrieben (Sugrue et al. 1997). 
Das Hefepeptid prM konnte mit 6,2 mg/l Schüttelkultur exprimiert werden, was einer guten 
Expressionsrate entspricht. Während das Polypeptid im TCA-gefällten Überstand als 
definierte Bande bei 17 kDa detektiert wurde, konnte es nach Reinigung des 
Kulturüberstandes mittels Nickel-Affinitätschromatographie in den Elutionsfraktionen mit 
einer Größe von 10 bis 17 kDa detektiert werden. Diese divergierende Verteilung im 
Polyacrylamidgel könnte auf eine Glykosylierung des rekombinanten Polypeptids hinweisen. 
Da prM ein theoretisches Molekulargewicht von 5,6 kDa besitzt, liegt nahe, dass die 
erhebliche Differenz zwischen apparentem und berechnetem Molekulargewicht auf eine 
unzureichende Prozessierung des Pre-Pro-α-Faktors schließen lässt. Dieser weist ein 
berechnetes Molekulargewicht von 9,4 kDa auf und besitzt drei potenzielle 
Glykosylierungsstellen. Die mehrstufige Prozessierung des Pre-Pro-Vorläufermoleküls erfolgt 
im endoplasmatischen Retikulum beginnend mit der Abspaltung der Pre-Sequenz (19 AS), 
welche zuvor als Signalpeptid zum Eintritt in den sekretorischen Zellstoffwechsel dient. Im 





Exopeptidase Ste13 vermittelte Abspaltung der 66-70 AS umfassenden Pro-Region statt 
(Brake et al. 1984; Cereghino und Cregg 2000; Kurjan und Herskowitz 1982). Ein Grund für 
die auftretende, veränderte Prozessierung des N-Terminus der rekombinanten Proteine kann 
unter anderem die Tertiärstruktur des eingebrachten Fremdproteins sein, welche den 
Proteasen durch ihre Form die Bindung an ihre spezifische Spaltungssequenz verwehrt 
(Cereghino und Cregg 2000). Ein daraus resultierender N-terminaler Verbleib der repetitiven 
Glutamat-Alanin-Reste (E-A-E-A) wurde beispielsweise bei der Expression des 
Hämagglutininproteins H3 oder der Neuraminidase N2 des Influenza-A-Virus aufgezeigt 
(Martinet et al. 1997; Saelens et al. 1999). Im Fall des Hefepeptids prM könnte keine bzw. 
eine unvollständige Abspaltung des α-Faktors mit Kohlenhydratkettenanhang an allen 
möglichen Glykosylierungsstellen eine Massendifferenz zwischen apparentem und 
berechnetem Molekulargewicht von bis zu 15,4 kDa erklären. Eine unvollständige Spaltung 
des α-Faktors würde sich aufgrund einer ausbleibenden Kex2 vermittelten Spaltungsreaktion 
ergeben. Das berechnete Molekulargewicht des Fusionproteins prM mit nicht prozessiertem 
α-Faktor ohne Glykosylierung würde 15 kDa betragen. Angehangene Oligosaccharidketten 
könnten die Molekülmasse mit je 2 kDa bis auf eine Gesamtmasse von 21 kDa erhöhen. 
Die durch P. pastoris häufig posttranslational an rekombinante Proteine angefügten 
Glykosylierungen sind durch zwei N-Acetylglukosamin- und neun Mannosereste 
charakterisiert (Montesino et al. 1998). Allgemein bestimmen Proteinglykosylierungen 
immunogene und antigene Eigenschaften eines Moleküls, da die Struktur der 
Oligosaccharidketten unter anderem als Erkennungsmuster für Antikörper dient 
(Coochee et al. 1991). P. pastoris zeigt im Gegensatz zu Saccharomyces cerevisiae, aus 
welcher ursprünglich die Pre-Pro-α-Faktor-Signalsequenz stammt, in seinem 
Glykosylierungsmuster seltener auftretende Hyperglykosylierungen und ist aufgrund dessen 
besser für immunologische Fragestellungen geeignet (Cereghino und Cregg 2000; 
Montesino et al. 1998). Wie in allen Eukaryoten beginnt die N-Glykosylierung im 
endoplasmatischen Retikulum der Hefezellen. Hierbei wird eine Oligosaccharideinheit 
(Glc3Man9GlcNAc2) an Asparaginreste im Sequon N-X-S/T des Proteins transferiert 
(Cereghino und Cregg 2000). Die im Golgi-Apparat nachfolgenden Abspaltungsreaktionen 
der Glukosereste bestimmen die Modifikation des speziesabhängigen Grundgerüstes eines 
entstehenden N-Glykans. In Hefen werden Mannosereste abgespalten und angefügt, wobei 
die Anzahl der Mannosereste erheblich schwanken kann (Man8-18). Darüber hinaus wird die 
Kettenlänge multifaktoriell bestimmt, so sind Glykosylierungssequenzen am N-Terminus 
länger der Glykosylierungsmaschinerie ausgesetzt als C-terminal gelegene 
Glykosylierungseinheiten (Daly und Hearn 2005). Des Weiteren wurden längere 
Oligosaccharidketten dokumentiert, wenn sich hydrophile Aminosäuren in der Nähe von 





Durch Inkubation des Polypeptids prM mit dem Enzym Endo Hf sollte der Nachweis 
bestehender Glykosylierungen erbracht werden. Da trotz entsprechender Inkubationszeit 
prM unverändert als inhomogene Bande mit einem apparenten Molekulargewicht um 15 kDa 
nachzuweisen war, konnte eine N-Glykosylierung ausgeschlossen werden. Eine 
O-Glykosylierung an Serin- oder Threoninresten könnte jedoch weiterhin möglich sein, da 
P. pastoris prinzipiell in der Lage ist N- und O-Glykosylierungen an ein rekombinant 
synthetisiertes Protein im Verlauf posttranslationaler Prozessierung anzufügen 
(Coochee et al. 1991). Trotz des Größenunterschiedes wurde das gereinigte Polypeptid prM 
für die spätere Immunisierung der Balb/c-Mäuse eingesetzt, da kein nachteiliger Einfluss 
durch den nicht prozessierten N-Terminus auf die Antigenität von Proteinen beschrieben 
wurde (Saelens et al. 1999).  
 
In der vorliegenden Arbeit konnten Cnat und Cme trotz Variation von Medium-
zusammensetzung und pH-Werten, sowie Induktionszeitpunkt und Expressionsdauer 
ausschließlich intrazellulär nachgewiesen werden. Die Analyse des Zelllysats 
Cnat-exprimierender Hefezellen im Western Blot zeigte drei zielproteinspezifische Banden. 
Da das berechnete Molekulargewicht für Cnat bei 13 kDa liegt, könnte die 17 kDa Bande 
dem Cnat-Polypeptid mit vollständig prozessiertem α-Faktor entsprechen. Die 26- und 
43-kDa-Bande könnten das Hefepeptid Cnat mit unvollständig bzw. nicht prozessiertem 
Sekretionssignal mit Zusatz unterschiedlich langer Oligosaccharidketten an dessen 
potenziellen N-Glykosylierungsstellen darstellen.  
Als Grund für die ausbleibende Sekretion des Peptids Cnat kann ein hydrophober 
Peptidanker angenommen werden. Diese Vermutung stützt sich unter anderem auf die 
getroffene Aussage, dass das C-Protein eine hydrophobe Domäne (AS 45-65) besitzt, 
welche es intrazellulär in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums integriert 
(Mandl et al. 1988; Markoff et al. 1997; Ruiz-Linares et al. 1989). Folglich liegt das C-Protein 
nicht frei im Zytoplasma vor. Wenngleich ein Großteil der Untersuchungen mit dem 
Dengue-Virus 4 Capsid-Protein durchgeführt wurde, lässt sich diese Annahme auf weitere 
Flaviviren übertragen. Basierend auf Sequenzvergleichen des entsprechend kodierenden 
Genomabschnittes innerhalb der Flaviviren gilt dieser subtypübergreifend als stark 
konserviert (Markoff et al. 1997). Yamshchikov und Compans beschrieben die 
membrangebundene intrazelluläre Form des Capsid-Proteins (Cint) spezifisch für das WNV 
(Yamshchikov und Compan 1994). Für die fehlende Sekretion von Cme kann diese 
Erklärung allerdings nicht herangezogen werden, da dem verkürzten C-Protein-Derivat die 
zugrunde liegende Aminosäuresequenz fehlt. Mittels indirektem Immunfluoreszenztest 
konnte gezeigt werden, dass Cnat und Cme lediglich in weniger als 50 % der transformierten 





Hefeproteine im Western Blot, wurde eine möglicherweise verkürzte Halbwertszeit der 
Polypeptide Cnat und Cme angenommen. Es ließ sich vermuten, dass Cnat-Peptide vor 
allem in GS-Zellen nicht sehr stabil vorliegen, da sich im aufgetragenen Probenmaterial nach 
48-stündiger Expression nur schwache Zielproteinbanden zeigten. In einigen Klonen war das 
intrazellulär vorliegende Cnat-Polypeptid nicht nachweisbar. Vergleichbare Beobachtungen 
einer Instabilität eines rekombinant exprimierten Proteins wurden bei Untersuchungen zur 
Spaltung und Prozessierung der Strukturproteine des Gelbfiebervirus beschrieben. Auch hier 
zeigte sich ein nur schwer nachweisbares, in Kaninchen-Retikulozyten rekombinant 
exprimiertes C-Protein (Ruiz-Linares et al. 1989). Die Analyse des 48 h-Kulturmaterials der 
protease-defizienten SMD-Zellen zeigte hingegen ein konstant zu detektierendes 
26-kDa-Produkt, welches dem Cnat-Peptid entspricht. Im Gegensatz hierzu konnten für Cme 
keine Nachweisunterschiede zwischen GS- und SMD-Zellen festgestellt werden. Die 
gegenüber dem exprimierten prM-Peptid quantitativ verringerte Expression der 
rekombinanten Polypeptide Cnat und Cme könnte über eine negative Auswirkung der 
Zielpeptide auf die Hefezellen erklärt werden. So wurde ein apoptotischer Effekt im 
Zusammenhang mit der intrazellulären Wirkung des C-Proteins beschrieben, welche in der 
Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3 mündet. Als Folge bewirkt die Induktion einer 
enzymatischen Kaskade eine rapide DNA-Kondensation mit nachfolgendem Zelluntergang 
(Yang et al. 2002).  
Aufgrund der nicht vorhandenen sekretorischen Expression des Cnat- bzw. Cme-Peptids 
wurde die Reinigung aus dem Zelllysat angestrebt. Die Analyse der Elutionsfraktionen wies 
keine Zielpeptid-spezifischen Banden des Polypeptids Cnat nach. Im Fall des Hefepeptids 
Cme wurde lediglich eine schwache Peptidbande detektiert. Diese Beobachtung während 
der Reinigung von Cnat und Cme ließen eine schlechte Interaktion der Zielpeptide mit der 
Nickel-Ionen-Matrix vermuten. Maßnahmen zur chemischen Beeinflussung der 
Histidin-Tag-Zugänglichkeit und Veränderungen der Pufferzusammensetzung resultierten in 
keiner verbesserten Peptidbindung am Säulenmaterial. Bei einer versuchsweise 
durchgeführten Konzentration der erhaltenen Elutionsfraktionen nach Reinigung der 
Cme-enthaltenden Proteinlösung wurde im Western Blot über den (His)6-Tag-Antikörper eine 
dominante Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 10 kDa, welche dem 
Zielpeptid Cme mit einem theoretischen Molekulargewicht von 8 kDa entsprechen könnte, 
nachgewiesen. Dies deutete darauf hin, dass aufgrund der vermuteten schlechten 
Zielpeptidinteraktion mit dem Säulenmaterial nur wenig reines Polypeptid eluiert werden 
konnte. Da das Hefesystem ohne sekretorische Expression den wesentlichen Vorteil der 
einfachen Reinigung verloren hat und die Reinigung von intrazellulärem Zielpeptid durch den 
hohen Proteinverlust ineffizient war, wurde alternativ das bakterielle System zur Expression 





5.2 Expression von Cnat und Cme in E. coli  
Zur Expression von Cnat und Cme im bakteriellen Expressionssystem standen zwei 
Expressionsvektoren zur Verfügung. Unter Verwendung des Vektors pMAL-c2X konnten 
geeignete Expressionsplasmide zur cytoplasmatischen Expression erstellt werden, zur 
möglichen periplasmatischen Expression diente der Expressionsvektor pMAL-p2X. In beiden 
Fällen wurde die amplifizierte Fremdgensequenz Cnat bzw. Cme downstream des 
malE-Gens inseriert. Zur Steuerung einer hohen Expressionsrate des Zielproteins wird die 
negative Rückkopplung auf den der Proteinsequenz vorgeschalteten tac-Promotor durch 
Anwesenheit von IPTG als künstlichen Aktivator gehemmt. Das erhöhte 
Genexpressionslevel des tac-Promotors bedingt eine Erhöhung der gewünschten 
Proteinbiosynthese von Cnat und Cme. Die periplasmatische Proteinexpression wurde mit 
der cytoplasmatischen Expression hinsichtlich quantitativer und qualitativer Kriterien 
verglichen. Die Analyse der Expressionsbedingungen ergab für das Fusionsprotein 
MBP-Cme eine quantitativ höhere Proteinsynthese bei cytoplasmatischer Expression. Dabei 
zeigte das Syntheseprodukt ein apparentes Molekulargewicht von 55 kDa. Diesem Ergebnis 
entsprechend erreichte die MBP-Cnat-Expression die bestmögliche Expressionsrate bei 
cytoplasmatischer Expression. Dabei wurde MBP-Cnat mit einem apparenten 
Molekulargewicht von 60 kDa exprimiert. Sowohl die Induktion von pMAL-c2X-Cme- als auch 
pMAL-c2X-Cnat-Transformanten zeigten ein besseres Mengenverhältnis von Protein zu 
Abbauprodukt, was die cytoplasmatische Expressionsvariante zur Methode der Wahl 
machte. Die vorhandene und im Western Blot als schwache Bande nachgewiesene 
Hintergrundexpression ohne Induktion einiger pMAL-c2X-Cme-Klone lässt sich mit einer 
inkompletten Promotorinhibition erklären, welche sich jedoch nicht störend auf die 
Proteinexpression auswirkte. Eine Erhöhung der Glukosekonzentration von 0,2 % auf 
1 % (v/v) im Expressionsmedium wurde eingesetzt, um die Expression des bakteriellen 
Amylase-Gens zu unterdrücken. Die Anwesenheit dieses Enzyms könnte die für die 
Reinigung angewendete Amylose-Affinitätschromatographie durch Abspaltungsreaktion 
negativ beeinflussen (Riggs 2000). Als positiver Nebeneffekt bewirkte die Glukosezugabe 
eine Verkürzung der Wachstumszeit bis zur induktionsnotwendigen Zelldichte (OD600 von 0,5) 
von 5 h auf 3 h. Es sind mit bakteriellen Expressionssystemen erzielte Expressionsraten von 
9 mg/l unter Verwendung des pMAL-c2X-Vektors zur Expression rekombinanten Lassa-Virus 
Glykoproteins I (Branco et al. 2008) bis zu 25 mg/l im Fall des DENV-Multiepitop-Proteins 
beschrieben (AnandaRao et al. 2005). 
MBP-Cnat konnte mit 6,2 mg/l, MBP-Cme mit 1 mg/l Expressionskultur exprimiert werden. 
Als Grund für die eher geringe Expressionsrate können nicht optimale Kultivierungs-
bedingungen oder ein Verlust an Fusionsprotein bei der Amylose-Affinitätschromatographie 





Proteine Faltungs- und Strukturfehler bis hin zu Proteinaggregation beschrieben, was 
zusätzlich eine geringere Ausbeute an rekombinantem Protein bedingen kann 
(de Marco et al. 2007; Kiefhaber et al. 1991). Diesem Effekt könnte durch die Steigerung 
cytoplasmatischer Chaperonaktivität kombiniert mit einer intermittierenden Inhibition der 
Proteinsynthese entgegengewirkt werden. Die Proteinlöslichkeit wurde durch dieses 
Verfahren bei 70 % der untersuchten rekombinanten Proteinsyntheseprodukten in E. coli 
positiv beeinflusst (de Marco et al. 2007)  
Ziel war es, die rekombinanten Polypeptide Cnat und Cme frei von MBP zu gewinnen. Daher 
wurde ein Expressionsvektor verwendet, der die Erkennungssequenz für die Serinprotease 
Faktor X innerhalb der Polylinker-Sequenz aufwies. Der humane Gerinnungsfaktor kann im 
aktivierten Zustand (Faktor Xa) die Spaltung des MBP-Fusionsproteins katalysieren. 
Entgegen der kritischen Literaturmeinung, die unspezifisches Spalten von Fusionsproteinen 
durch Faktor Xa als häufiges Problem bei Konzentrationen zwischen 2 % und 10 % (v/v) 
schildert (Jenny et al. 2003), zeigten sich nach erfolgter Spaltungsreaktion von MBP-Cnat, 
wie auch MBP-Cme, gelelektrophoretisch klar abgrenzbare Zielproteinbanden, deren 
apparentes Molekulargewicht mit dem erwarteten Molekulargewicht übereinstimmte. Grund 
hierfür kann die niedrige Konzentration (< 1 % v/v) des zugesetzten Faktors Xa zur 
Fusionsproteinlösung sein, da unspezifische Spaltungsreaktionen ab einem Gesamtanteil 
von über 5 % beschrieben werden (Riggs 2000). Sowohl Cnat, als auch Cme verfügen über 
einen C-terminalen Histidin-Tag. Dieser sollte eine postkatalytische Reinigung der freien 
Zielproteine aus dem Polypeptid/MBP-Gemisch über eine Nickel-Affinitätschromatographie 
ermöglichen. Die Reinigung des Cnat-Peptides erfolgte problemlos. Die Analyse der 
Elutionsfraktionen nach Passage der Säulenmatrix zeigte eine deutliche Zielproteinbande mit 
einem apparenten Molekulargewicht von 15 kDa. Die zusätzlich detektierten 
Proteinfraktionen auf Höhe von 43 und 60 kDa konnten ihrem theoretischen Molekulargewicht 
entsprechend als abgespaltenes MBP und vorhandenes MBP-Cnat-Fusionsprotein 
identifiziert werden. Die innerhalb der ersten Elutionsfraktion nicht vollständig erreichte 
Separation von Cnat, konnte durch die darauffolgende Molekularsiebchromatographie 
komplettiert werden. Durch Spaltung von 85 mg MBP-Cnat-Fusionsprotein konnte 6,15 mg 
Cnat erhalten werden. Diese deutliche Reduktion der Zielpeptidmenge lässt sich maßgeblich 
durch den signifikanten Molekülgrößenunterschied zwischen MBP-Cnat und Cnat erklären. 
Die Konzentration des Fusionsproteins wird überwiegend durch den MBP-Anteil bestimmt, 
so dass rein rechnerisch breits eine 4fach geringere Menge an gereinigtem Cnat-Peptid zu 
erwarten war. Zusätzlich muss von einem mit jedem Reinigungsschritt einhergehenden 
Zielpeptidverlust ausgegangen werden. 
Die Reinigung von Cme über die Metall-Affinitätschromatographie war nicht möglich. Als 





sterische Hinderung durch eine im Vergleich zu Cnat veränderte Konformation vermutet. Der 
Reinigung vorangestellte Versuche, durch Zugabe denaturierender Reagenzien eine 
strukturelle Veränderung im Cme-Molekül hervorzurufen sowie Veränderungen der 
Pufferzusammensetzung, führten zu keinem verbesserten Bindungsverhalten an der 
Ni-NTA-Säulenmatrix. Alternativ angewandte Separationsversuche über unterschiedlich 
große Molekularsiebe konnten das abgespaltene Cme vom MBP nicht isolieren. Um 
reinigungs- und spaltungsbedingten Veränderungen der Cme-Konformation vorzubeugen, 
wurde das Fusionsprotein MBP-Cme zur späteren Immunisierung verwendet. Da die 
Anwesenheit verschiedener Bakterienbestandteile die Reaktion des Immunsystems 
zwangsläufig erhöht, konnten im Beisein von MBP positive immunogene Auswirkungen 
angenommen werden. Voraussetzung dafür ist jedoch eine gute Präsentation des Cme-
Anteils, andernfalls könnte MBP die eigentlichen Zielepitope für die Zellen der 
unspezifischen und spezifischen Immunabwehr maskieren. 
 
5.3 Analyse der Immunogenität von prM, Cnat und MBP-Cme 
Die Untersuchung der Immunogenität der rekombinanten Polypeptide wurde in 
Balb/c-Mäusen durchgeführt. Es erfolgte die Immunisierung von neun Versuchstieren nach 
unterschiedlichen Immunisierungsprotokollen, da die Induktion der zeitlich variierenden 
Immunantwort nicht vorhergesagt werden kann. Zudem ist zu beachten, dass vorzeitig 
gesetzte Booster-Injektionen supprimierend auf die Immunantwort wirken können, statt diese 
zu verstärken (Hanly et al. 1995). Ein Unterschied in der erzielten Serokonversion in 
Abhängigkeit des angewendeten Immunisierungsschemas konnte jedoch nicht festgestellt 
werden. 
Der Begriff Immunogenität beschreibt in diesem Zusammenhang die Fähigkeit einer 
Substanz, eine Immunantwort im Versuchstier hervorzurufen. Die Ausprägung der 
Immunantwort wird multifaktoriell bestimmt, wobei die Molekülgröße und die chemische 
Struktur des Fremdmoleküls bedeutende Eigenschaften darstellen. So ist bekannt, dass eine 
Proteinglykosylierung die Immunogenität eines Antigens erhöhen und über 
Mannose-Rezeptoren der antigenpräsentierenden Zellen kostimulierende Signale auslösen 
kann. Es hat sich gezeigt, dass P. pastoris-spezifische Glykosylierungen die Immunogenität 
eines Antigens in Verbindung mit der MHC-II-abhängigen CD4+-T-Zellantwort verstärken 
(Lam et al. 2005; Luong et al. 2007). Darüber hinaus trägt die als Körperfremdheit 
bezeichnete Eigenschaft im Zusammenspiel mit dem wirtseigenem Repertoire an 
Immunglobulinen entscheiden zum immunogenen Potenzial eingesetzter Antigene bei 
(van Regenmortel 2001). Körperfremd bezeichnet den vorhandenen Unterschied zur 





Sequenzunterschied gegeben, können einzelne Bereiche Erkennungssequenzen für 
immunkompetente Wirtszellen darstellen, was als pathogen-associated molecular pattern 
(PAMP) zusammengefasst wird (Saito und Gale 2007). Werden Peptidantigene als fremd 
erkannt, folgt ein Zusammenspiel der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr. 
Antigenpräsentierende Zellen, beispielweise die an einer WNV-Infektion beteiligten 
Langerhans-Zellen der Haut, internalisieren und prozessieren erkannte Antigene. Die 
Präsentation dieser Antigene erfolgt in Form von Peptidfragmenten im 
MHC-II-Molekül-Komplex gegenüber CD4+-T-Zellen. Erkennen diese das ihnen präsentierte 
Antigen, erfolgt eine Zellaktivierung und Entwicklung zu Effektorzellen beispielsweise 
TH2-Zellen (McAdam et al. 1998), welche wichtige Induktoren der B-Zell-vermittelten 
humoralen Immunabwehr darstellen. Die zentrale Rolle der T-Zell-vermittelten Präzisierung 
der Immunantwort verdeutlicht das in der Literatur beschriebene, gesteigerte Risiko für 
Patienten eine neuroinvasive Manifestation einer WNV-Infektion zu erleiden, für den Fall, 
dass zudem eine hämatologische Erkrankung bzw. eine beeinträchtigte T-Zell-Funktion 
vorliegt (Vaughan et al. 2010). Für eine effektive T-Zell-Aktivierung ist neben der 
Antigenerkennung über den T-Zellrezeptor die Interaktion des T-Zellproteins CD28 mit dem 
kostimulierenden B7-Molekül der antigenpräsentierenden Zelle notwendig (Dustin 2003; 
Lenschow et al. 1996). Es ist bekannt, dass die Expression des erforderlichen B7-Moleküls 
unter anderem über die Anwesenheit verschiedener Mikroorganismusbestandteile getriggert 
wird (Lenschow et al. 1994; Wetzler et al. 1996). Aufgrund dessen wurde den für diese Arbeit 
verwendeten Injektionslösungen das GERBU Adjuvans 10 zugesetzt, welches immunogene, 
bakterielle Zellwandglykoproteine beinhaltet und in der Vergangenheit arbeitsgruppenintern 
zuverlässig zur Immunisierungen von Mäusen eingesetzt werden konnte. B-Zellen sind mit 
ihren antigenspezifischen B-Zell-Rezeptoren zudem in der Lage freie Antigene zu binden, 
diese zu internalisieren und über den MHC-II-Komplex den TH2-Zellen zu präsentieren. 
Erkennt eine TH2-Zelle das durch die B-Zelle präsentierte Antigen, folgt durch deren 
Interaktion über eine CD40-Liganden-Wechselwirkung und Ausschüttung von Zytokinen die 
Differenzierung der B-Zelle in eine antikörperbildende Plasmazelle (Faassen et al. 1995; 
Shapiro-Shelef und Calame 2005). Im Hinblick auf eine beginnende West-Nil-Virus-Infektion 
besteht die Hauptaufgabe der T-Zell-vermittelten Immunabwehr neben der direkten 
Elimination infizierter Körperzellen (CD8+) vor allem in der unterstützenden Rolle der 
B-Zell-Aktivierung (CD4+). Untersuchungen der immunologischen Reaktionen bei 
Flavivirusinfektionen zeigten, dass 8 der 10 viralen Proteine zu einer B-Zell-vermittelten 
Immunantwort führen und die humorale Immunabwehr somit den essenziellen Teil der 
schützenden Immunabwehr vor WNV-Infektionen darstellt (Diamond et al. 2009; 
Vaughan et al. 2010). Dies belegen Untersuchungen an B-Zell-defizienten Mäusen, welche 





mit neutralisierenden Antikörpern passiv immunisierten Vergleichsgruppe geschützt waren 
und überlebten (Diamond et al. 2003a). Als ursächlich kann hierfür die erfolgte Bildung 
vornehmlich gegen die Strukturproteine gerichteter, neutralisierender Antikörper im 
immunkompetenten Organismus angeführt werden (Vaughan et al. 2010).  
Um eine ausgeprägte humorale Immunreaktion zu erhalten, wurden weibliche, 4 - 6 Wochen 
alte Balb/c-Mäuse verwendet, da in diesen eine vorwiegend TH2-Zell-vermittelte 
Immunreaktion stattfindet (Leenaars et al. 1999). Um die potenzielle Immunogenität der 
rekombinant in P. pastoris bzw. E. coli exprimierten Polypeptide zu testen, erfolgte eine 
subkutane Immunisierung der Versuchstiere mit den gereinigten Antigenen prM, Cnat und 
MBP-Cme. In Analysen der murinen Seren sollten die spezifisch gegen die 
Immunisierungspeptide gebildeten Antikörper über die homologen Peptidantigene detektiert 
werden. Zur Bestimmung des virusspezifischen Antikörperanteils wurden die murinen Seren 
auf mit H2O2-inaktiviertem WNV beschichteten ELISA-Platten, im Fall von prM zusätzlich auf 
virusinfizierten Vero-Zellen im indirekten Immunfluoreszenztest, getestet. 
Die höchsten Antikörpertiter konnten in den Seren der mit Cnat immunisierten Versuchstiere 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein gemittelter Titer gegen homologes Peptid von 
31.500. Der Anteil gegen WNV gerichteter Antikörper am Gesamtantikörpertiter liegt bei 
ca. 50 %. Die peptidspezifische Antikörpertiterbestimmung der mit MBP-Cme immunisierten 
Versuchstiere erfolgte ebenfalls auf Cnat-Antigen, um den C-Protein spezifischen 
Antikörperanteil ohne MBP-spezifische Antikörper zu detektieren. Der Mittelwert aller 
ermittelten Titer von 3600 entspricht in seiner Höhe lediglich einem Zehntel des gegen Cnat 
gemessenen Antikörpertiters. Für den Anteil gegen WNV gerichteter Antikörper am 
Gesamtantikörpertiter ergibt sich für die mit MBP-Cme immunisierten Mausseren ein Wert 
von 85 %. Voraussetzung zur Bildung WNV-spezifischer Antikörper ist die Übereinstimmung 
der Antigenkonformation im rekombinanten Polypeptid, gegen welches im Versuchstier 
Antikörper gebildet wurden, mit der im nativen Virusprotein vorliegenden Epitopkonformation. 
Ist diese gegeben, wird eine Kreuzreaktion der gegen das rekombinante Peptidantigen 
gebildeten Antikörper mit dem nativen Virusantigen wahrscheinlich. Diese Kreuzreaktion 
konnte in den Cnat-spezifischen Seren für ungefähr 50 % der gebildeten Antikörper 
nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass der geringe virusspezifische 
Antikörperanteil seine Begründung in der eingenommen Konformation von Cnat findet. Das 
als rekombinant verkürzt erzeugte C-Protein-Derivat ist möglicherweise in seiner 
Tertiärstruktur flexibler als der entsprechende Abschnitt im nativen C-Protein, da 
beispielsweise die Ausbildung konformationsstabilisierender Disulfidbrücken oder 
anderweitige Bindungskräfte zur Fixierung der dreidimensionalen Polypeptidstruktur entfallen 
(Karplus und Schulz 1985). Aufgrund dessen ergeben sich wesentlich mehr Möglichkeiten 





vorgegebenen Faltung der potenziellen Epitopbereiche im nativen Strukturprotein 
(Green et al. 1982). Darüber hinaus ist eine schlechte Zugänglichkeit des Epitops im nativen 
C-Protein oder eine fixierungsbedingte Konformationsänderung nicht auszuschließen, 
wenngleich H2O2 zur Inaktivierung des Virus genutzt wurde. Diese Inaktivierungsmethode 
wird als ein Verfahren beschrieben, welches die Konformation der viralen Proteine gut 
erhalten soll (Amanna et al. 2012). Durch die Expression von Cme als Multiepitop ergeben 
sich aus der Aneinanderreihung der drei kurzen potenziellen Epitopsequenzen zusätzliche 
Konformationsvarianten, die sich stark von der Faltung des nativen Proteins unterscheiden 
können. Dennoch zeigte sich ein virusspezifischer Antikörperanteil von 85 % aller gegen 
MBP-Cme gerichteten Antikörper. Eine Testung der Anti-Cnat- bzw. 
Anti-MBP-Cme-Mausseren auf trunkierten Polypeptiden, wie beispielsweise dem 
synthetischen Peptid Ep1, welches ein Epitop des E-Proteins repräsentiert, ergab keine bzw. 
sehr geringe Reaktionen (Daten nicht gezeigt). Dies spricht für eine hohe Spezifität der 
induzierten murinen Anti-C-Protein-Antikörper. Dennoch ist anzunehmen, dass aufgrund 
unzureichender Reinheit des MBP-Fusionsproteins bzw. des gespaltenen freien 
Peptidantigens Cnat aus dem Peptid/MBP-Gemisch bei der Immunisierung unspezifische 
Antikörper generiert wurden. Es ist wahrscheinlich, dass ein Teil der restlichen in den 
murinen Seren enthaltenen, nicht gegen WNV gerichteten Antikörper durch eine humorale 
Reaktion gegen peptidspezifische Konformationsvarianten sowie gegen das bakterielle 
Maltose-bindende Protein bzw. dessen Bruchstücke zu erklären ist.  
In der vorliegenden Arbeit konnten murine Anti-C-Antikörper generiert werden. Dies steht im 
Widerspruch zu Ergebnissen zurückliegender Arbeiten. So gelang es Lazo und Kollegen 
nicht nach Immunisierungsversuchen mit DENV-2-C-Protein Antikörper mittels ELISA 
nachzuweisen. Trotz der signifikant höheren Überlebensrate (44 %) der vorab immunisierten 
Mäusen im Vergleich zu Kontrolltieren (0 %) bei nachfolgender WNV-Infektion, wurde der 
fehlende Antikörpernachweis über unzureichend auf der Virusoberfläche exponierte 
C-Protein-Regionen erklärt (Lazo et al. 2007). Eine andere Arbeit beschreibt für das 
Capsid-Protein von Flaviviren eine generell niedrige Immunogenität verbunden mit einer 
problematischen Generierung von Anti-C-Protein-Antikörpern (Yamshchikov und 
Compan 1994). Wenngleich die ermittelten virusspezifischen Antikörperanteile 50 % und 
85 % betragen, konnten gegen WNV gerichtete Antikörper nachgewiesen und somit die 
Immunogenität der C-Protein-Derivate bestätigt werden. Darüber hinaus belegen weitere 
Untersuchungen das immunogene Potenzial des C-Proteins verschiedener Flavivirenspezies 
(Chabierski et al. 2013; Noda et al. 2012; Sun et al. 2012). 
Die Bestimmung der Antikörpertiter in den Seren der mit prM immunisierten Mäuse erfolgte 
ebenfalls auf homologem Peptid. Um bei der prM-spezifischen Titerbestimmung falsch 





auszuschließen, erfolgte parallel eine Untersuchung der murinen Seren auf Kontrollpeptid 
(Leervektor pAOXα-mut). Der finale, prM-spezifische Antikörpertiter ergab sich aus der 
Differenz der berechneten Titer für das homologe Peptid und Kontrollpeptid (Kp). Die in ihrer 
Höhe durchaus mit den erhaltenen C-Peptid spezifischen Antikörpertitern vergleichbaren 
Werte für prM ergaben nach Abzug der Kp-Titer einen Mittelwert von 22.000, obgleich von 
einer sehr hohen Hintergrundreaktion auszugehen war. Entsprechend dieser murinen 
Serumantikörperbestimmung erbrachten Untersuchungen auf WNV-beschichteten 
ELISA-Platten keine verwertbaren Reaktionen. Ein immunogenes Potenzial des 
prM-Antigens im Sinne einer WNV-spezifischen Antikörperinduktion im Mausmodell konnte 
nicht nachgewiesen werden. Um konformationsbedingte Hinderungen der 
Epitopzugänglichkeit auszuschließen, erfolgte zusätzlich ein auf WNV-infizierten Vero-Zellen 
durchgeführter indirekter Immunfluoreszenztest. Im Ergebnis zeigte sich kein spezifisches 
Fluoreszenz-muster, welches für murine prM-bindende Antikörper sprechen würde.  
Durchgeführte Untersuchungen mit Humanseren gesunder Spender auf prM- und 
Kp-beschichteten ELISA-Platten zeigten im Vergleich zur Testung WNV-positiver Seren 
gleichermaßen hohe Reaktionen. Die gemessenen Extinktionswerte der jeweiligen 
Serumverdünnung gegen prM und Kp ließen keine nennenswerte Diskrepanz erkennen. 
Dies sprach für einen hohen Anteil unspezifischer Reaktion, welche keine Abgrenzung zu 
spezifisch gegen das prM-Epitop gerichtete Antikörper zuließ. Eine Unterscheidung zwischen 
WNV-positiven und -negativen Seren war nicht möglich. Es ist anzunehmen, dass die 
Expression von rekombinanten Polypeptiden im P. pastoris-System, welche für 
immunologische Tests mit humanen Seren eingesetzt werden sollen, ungünstig ist, da ein 
breites Spektrum der Hefespezies den Menschen apathogen besiedelt. Dies macht das 
Vorhandensein gegen verschiedenste Hefeproteine gerichteter Antikörper im humanen 
Testserum wahrscheinlich. Eine unzureichende Reinigung des in den Kulturüberstand 
sezernierten rekombinanten prM-Peptids und ein damit einhergehendes Vorhandensein von 
hefeeigenen sezernierten Proteinen in der Antigenbeschichtung könnte zur Bindung 
zusätzlicher Anti-Hefe-Antikörper (vorhanden im Humanserum) geführt haben. Zudem sind in 
der Literatur unterschiedliche Ergebnisse nach Einsatz von prM zur Generierung von 
Antikörpern beschrieben. Calvert und Kollegen schreiben ihren erzeugten 
Anti-prM-Antikörpern kein vor WNV-Infektion schützendes Potenzial im Mausmodell zu 
(Calvert et al. 2011). Eine Erklärung könnte die beschriebene Annahme sein, dass aufgrund 
ineffektiver Spaltung des Vorläufermoleküls prM, weder M noch prM allein auf der 
Oberfläche der entstehenden Virionen vorzufinden sind. Demzufolge variiert die Bildung 
gegen prM-gerichteter Antikörper von Virus zu Virus in Abhängigkeit des Zelltyps, in 
welchem die Virusreplikation stattfindet (Calvert et al. 2011; Cherrier et al. 2009). Gebildete 





reagieren, wenn das als Antigen fungierende Peptid einen während der Immunreaktion gut 
exponierten Abschnitt darstellt. Folglich ergibt sich die Verwendbarkeit des Antigens nicht 
ausschließlich aus dessen Potenzial, gegen sich gerichtete Antikörper zu induzieren, als 
vielmehr daraus, dass diese Erkennungsregion während der Immunreaktion gegen natives 
Protein den gebildeten Anti-Peptid-Antikörpern zugänglich ist (Green et al. 1982). Ein 
Nachweissystem lediglich gestützt auf prM-Antigene wäre dementsprechend nicht sensitiv 
genug, da Infektionen theoretisch ohne prM-Molekülpräsentation ablaufen können.  
In Zusammenschau der ELISA- und IFT-Ergebnisse war keine spezifische Immunogenität 
des rekombinanten Polypeptids prM festzustellen. Die Untersuchungen der Humanseren 
WNV-positiver wie auch gesunder Testpersonen zeigten, ähnlich der Ergebnisse der 
murinen Seren, ein erhebliches Maß an unspezifischen Antigen-Antikörper-Bindungen. Von 
einer Eignung von prM als mögliches Antigen für ein WNV-spezifisches Testsystem wurde 
Abstand genommen, so dass die weiterführende Analyse WNV-positiver Humanseren mit 
den rekombinanten Antigenen Cnat und MBP-Cme, aber ohne prM erfolgte. 
 
5.4 Beitrag zur Etablierung eines indirekten ELISA für die Detektion 
WNV-spezifischer Antikörper in humanen Serumproben 
Für die mit dieser Arbeit verfolgte Entwicklung eines spezifischen serologischen Testsystems 
standen die rekombinanten Peptide Cnat und MBP-Cme als Antigene zur Verfügung. Die 
Verifizierung ihrer WNV-spezifischen antigenen Eigenschaften im ELISA erfolgte durch 
Analysen von klinisch und virologisch validierten Patientenseren. Die verfügbaren 
Humanseren wurden zunächst unter Verwendung von H2O2-inaktiviertem West-Nil-Virus 
getestet. Für 31 der 34 (91 %) WNV-IgG-positiven Seren konnte das Ergebnis des Vortests 
bestätigt werden. Alle zuvor WNV-IgG-negativ getesteten Seren wurden mit dem 
eingesetzten ELISA als negative Patientenproben bestätigt.  
Die Untersuchung der humanen Seren auf Cnat-beschichteten ELISA-Platten zeigte eine 
geringe Reaktion der humanen WNV-Antikörper gegenüber dem Peptidantigen Cnat. 
Lediglich drei der 31 (9,7 %) positiv getesteten Humanseren erreichten Extinktionswerte 
oberhalb des errechneten Grenzwertes und konnten als positiv gewertet werden. Die sich als 
schlecht erwiesene Antigen-Antikörper-Reaktion könnte eine Änderung der Molekülstruktur 
des Cnat-Peptids durch Bindung an das Plattenmaterial oder fixierungsbedingte 
Veränderungen der Aminosäure-Interaktionen bedingt haben. Aufgrund dessen wären die 
entscheidenden Epitope nicht für die Serumantikörper zugänglich, was in falsch negativen 
Testergebnissen resultieren kann. Eine weitere Ursache für die geringe Zahl an positiven 





gesehen werden. Möglicherweise entspricht diese nicht jener, gegen welche im humanen 
Organismus Antikörper gebildet wurden. So ist beschrieben, dass das Repertoire an 
möglichen Konformationen eines rekombinanten Polypeptids größer ist, als das der Region 
im nativen Protein (Green et al. 1982). Ein darüber hinaus nicht auszuschließender Aspekt 
ist eine durch Spaltungs- und Reinigungsprozesse hervorgerufene Denaturierung des 
Zielpeptids, was Veränderungen der Tertiärstruktur hervorgerufen haben könnte. Eine 
Möglichkeit zur Veränderung der Epitop-Zugänglichkeit wäre die Kopplung des Cnat-Peptids 
an ein Trägermolekül, was eine verbesserte Präsentation der Epitop-Regionen bedingen 
könnte. Es wird vermutet, dass Peptidantigene gekoppelt an ein Trägermolekül aufgrund 
ihrer damit veränderten Mikroumgebung eine für Antikörper besser zugängliche 
Konformation einnehmen können (van Regenmortel 2001). Dieses Vorgehen wurde durch 
Expression der WNV-Strukturproteinsequenzen als GST-Fusionsproteine in E. coli durch 
Chabierski und Kollegen verfolgt. Hierbei wurden für die jeweils 30 AS langen 
C-Protein-Antigene gute Reaktionen mit Serumantikörpern der WNV-positiven 
Patientenproben dokumentiert. Der Datenvergleich zeigt, dass die analysierte 
Antigensequenz C61-90, welche gute Reaktionen mit der Mehrzahl der getesteten Seren 
aufwies, das Epitop 2 (AS 64-76) des Cnat-Peptids vollständig enthält. In ihrer Intensität 
schwächere Reaktionen wurden für Peptid C21-50, welches die vollständige Sequenz des 
potentielle Cnat-Epitops 1 beinhaltet, und Peptid C81-110, Epitop 3 mit AS 94-105 
umfassend, detektiert (Chabierski et al. 2013). Diese Daten zeigen ein vorhandenes 
Antikörperbindungspotential der drei ausgewählten C-Protein-Epitope auf. 
Als Voraussetzung für die Verwendung rekombinanter Fusionsproteine als Antigene, wie das 
in dieser Arbeit verwendete MBP-Cme, ist ein spezifisches Reinigungsverfahren erforderlich. 
Der erhöhte Grenzwert zeigt, dass der MBP-Anteil für unspezifische Reaktionen 
verantwortlich zu sein scheint und die Detektion spezifischer Antigen-Antikörper-Bindungen 
erschwert. Vor diesem Hintergrund wurden Versuche mit unterschiedlichen Trägerplatten 
durchgeführt. Die Verwendung von Polysorp-Platten (Nunc) bewirkte im Gegensatz zu 
Microlon-Platten (Greiner Bio One) eine Reduktion des Hintergrundsignals, so dass letztere 
für den Einsatz des Fusionsproteins MBP-Cme als Antigen verwendet wurden. Vermutlich 
bedingt die herstellerabhängige Grundbeschichtung ein unterschiedliches Bindungsverhalten 
des eingesetzten Antigens an der Plattenoberfläche und beeinflusst dessen Zugänglichkeit. 
Die Untersuchungen lassen vermuten, dass Polysorp-Platten die Bindung des MBP-Anteils 
favorisieren und entsprechende MBP-Abschnitte als potenzielle Epitope maskiert werden. Im 
Gegenzug scheinen die gewünschten Epitope des Zielpeptids vermehrt in exponierter 
Stellung für die im Serum enthaltenen Antikörper zugänglich zu sein. Darüber hinaus 
konnten die Peptidantigen-unspezifischen Reaktionen durch Intensivierung der Reinigung 





Teil der ubiquitären Standortflora den menschlichen und tierischen Körper, was das 
Vorhandensein gegen MBP und weitere bakterielle Proteine gerichteter Antikörper in den 
verwendeten humanen und murinen Serumproben wahrscheinlich macht. 
Unter Verwendung des verstärkt gereinigten MBP-Cme zeigten zwei Serumproben (6,5 %) 
eine positive Reaktion auf dieses Peptidantigen. Drei Humanseren lagen mit ihren erreichten 
Extinktionswerten im Grenzbereich der Standardabweichung des Cut-offs, so dass diese als 
nicht sicher negativ oder positiv zu werten waren. Die schon für Cnat beobachtete geringe 
Reaktion der Serumproben mit MBP-Cme könnte durch dessen eingenommene 
Proteinstruktur bedingt sein. Die räumliche Struktur der durch Glycinreste getrennten 
Epitope 1 bis 3 könnte durch das Fehlen der Zwischensequenzen in ihrer eigenen Position 
und Lage zueinander gegenüber der Konformation im nativen C-Protein verändert sein. 
Dieser Vermutung steht die Beschreibung bakteriell exprimierter und erfolgreich als 
Peptidantigen im ELISA-Diagnostiktest eingesetzter synthetischer Multi-Epitope gegenüber 
(AnandaRao et al. 2005; AnandaRao et al. 2006). Amandoa Rao und Kollegen kreierten 
beispielsweise das Protein r-DME-G. Dieses als ELISA-Antigen zur DENV-Diagnostik 
gedachte Polypeptid setzt sich aus 15 linearen immundominanten DENV-Epitopen 
zusammen. Dabei entsprachen die ausgewählten Sequenzen Epitop-Bereichen innerhalb 
des Strukturproteins E, sowie der Nichtstrukturproteine NS1 und NS3, ausgewählt durch die 
Kombination experimenteller (Pepscan-Analyse/ Phagendisplay) und bioinformatischer 
Methoden. Die einzelnen durch Triglycinspacer verbundenen Epitope besaßen eine 
Eigenlänge von 6 bis 20 AS. Untersuchungen von 20 Humanseren zeigten eine sichere 
Reaktion des Antigens mit IgG positiven Proben (AnandaRao et al. 2005).  
Der quantitativ geringe Nachweis WNV-positiver Humanseren unter Verwendung der 
rekombinant erzeugten Antigene Cnat und MBP-Cme, könnte unter anderem auf nicht 
optimal gewählte Proteinsequenzabschnitte innerhalb der WNV-Strukturproteine C und prM 
zurückzuführen sein. Es handelt sich um eine theoretische Vorhersage potentieller 
B-Zell-Epitope, die durch Kombination verschiedener mathematischer Algorithmen ermittelt 
wurden. Die Anwendung solcher Vorhersageprogramme ist in der Literatur umstritten. Keiner 
der bisher publizierten Algorithmen konnte gute Übereinstimmungen zu praktischen 
Versuchen erzielen, so dass es bisher keinen universellen Vorhersagealgorithmus gibt, der 
zuverlässig B-Zell-Epitope bestimmen kann (Blythe und Flower 2005; Roggen 2008). Auf 
Grund dessen wurden zur Identifikation der dieser Arbeit zugrundeliegenden potenziellen 
B-Zell-Epitope Ergebnisse aus kombinierten bioinformatischen Verfahren, sowie strukturelle 
Oberflächeneigenschaften der Proteine, die als Hinweise auf exponierte Epitopregionen 
gelten, von Frau Dr. P. Fiebig in die Auswahl einbezogen (Fiebig 2010). Dennoch können die 
gewählten Proteinabschnitte innerhalb einer stattfindenden humanen WNV-Infektion eine 





replikationsbedingt kaum in exponierter Lage für Abwehrzellen vorliegen oder keinem 
nativen B-Zell-Epitop entsprechen. Darüber hinaus muss zwischen vorhergesagten, linearen 
Epitopen und vom Organismus häufig besser erkannten Konformationsepitopen 
unterschieden werden (Roggen 2008). Diese Annahme lässt sich durch eine 
Gegenüberstellung der bisher bekannten B-Zell-Epitopbereiche innerhalb des WNV-Genoms 
für unterschiedliche Spezies bekräftigen. So sind durch metaanalytische Untersuchungen 
von insgesamt 227 beschriebenen Epitopen lediglich vier als B-Zell-Konformationsepitope 
und eins als lineares Epitop als Erkennungsregionen für das humane Immunsystem definiert 
(Vaughan et al. 2010). Für Mäuse zeigt sich eine vergleichbare Datenlage. Von insgesamt 
16 in Balb/c-Mäusen definierten Epitopen wird ein lineares Epitop gegenüber 
12 Konformationsepitopen aufgeführt (Vaughan et al. 2010). Ein weiterer Grund für die 
begrenzte Antigen-Antikörper-Reaktion kann der unterschiedliche Abnahmezeitpunkt der 
Serumprobe des Patienten sein (Papa et al. 2011a). So wurden womöglich Seren getestet, 
die zu verschiedenen Zeitpunkten der ablaufenden spezifischen Immunreaktion gewonnen 
wurden. Eine IgM-Antikörper-dominierte Serumprobe spricht für die Frühphase der Infektion, 
vorhandenes IgG-Immunglobulin für einen späteren Abnahmezeitpunkt im Infektionsverlauf. 
Zudem ist davon auszugehen, dass frühe Serumproben eine geringere 
Antikörperkonzentration aufweisen als Proben eines späteren Zeitpunktes, da proportional 
zum Zeitverlauf der Erkrankung der Prozentsatz der Patientenproben mit nachgewiesenen 
IgG-Antikörpern zunimmt (Papa et al. 2011a).  
Die Ergebnisse der ELISA-Untersuchung auf Cnat bzw. MBP-Cme beschichteten Platten 
lassen die rekombinanten C-Protein-Derivate aufgrund ihrer geringen Sensitivität als 
suboptimale Antigene für einen indirekten ELISA-Test zur WNV-Diagnostik erscheinen. 
Weiterführende Untersuchungen zur Verwendbarkeit der Cnat- und MBP-Cme-Peptide im 
Zusammenhang mit kreuzreaktiven Antigen-Antikörper-Reaktionen im Sinne der 
spezifischen Diagnostik stehen noch aus. Unter Einbeziehung der eigenen Ergebnisse und 
der aus der Literatur hervorgehenden Meinung hinsichtlich immunologischer Methoden zum 
spezifischen Nachweis von WNV-Antikörpern, lässt sich schlussfolgern, dass sich 
wahrscheinlich ein auf mehrere Antigene gestütztes Testsystem etablieren wird 
(AnandaRao et al. 2005; AnandaRao et al. 2006; Chabierski et al. 2013; Papa et al. 2011a). 
Nicht zuletzt, aufgrund der humanen Immunantwort zugrundeliegenden Vielzahl von 
individuellen Varianten in der Reaktion auf Epitope mit daraus resultierenden individuellen 
Antikörperprofilen, die den universellen Antikörpernachweis erschweren (Papa et al. 2011a). 
Die Identifikation weiterer potenzieller WNV-spezifischer Proteinabschnitte wird dabei von 
zentraler Bedeutung sein. Die Expression eines variierten prM-Epitop-Abschnittes stellt einen 
ersten Ansatzpunkt dar. Aktuellen WNV-Epitop-Untersuchungen ist zu entnehmen, dass die 





Potenzial aufwiesen (Chabierski et al. 2013). Die Arbeitsgruppe des Leipziger 
Frauenhofer-Instituts um Chabierski analysierte fraktioniert die gesamte 
WNV-Strukturproteinsequenz mit WNV-positiven Humanseren. Dabei zeigten die meisten 
Seren gegen M-Peptide (Peptid M3-35, Peptid M66-75/ E1-20) eine starke Reaktion. 
Insbesondere Peptid M6-35 scheint eine immundominante Region darzustellen. Auf Peptid 
pM18-47, welches dem für diese Arbeit ausgewählten Bereich (prM16-45) weitestgehend 
entspricht, wurde nur eine geringe Reaktion einzelner Seren beobachtet, was diesem 
Proteinabschnitt eine eher geringe diagnostische Verwendbarkeit zuschreiben lässt und die 
geringe antigene Eigenschaft des prM-Peptids bestätigt. Insgesamt liefern diese Daten 
Hinweise, dass eine erneute Expression mehrerer Strukturproteinabschnitte, insbesondere 
des beschriebenen M-Bereiches, zu erwägen wäre. Der Nachweis der WNV-Spezifität der 
gefundenen Epitope steht hier allerdings noch aus. Zusätzlich ergab sich die Überlegung, 
dass ein gewisser Prozentsatz der Antigen-Antikörper-Diskrepanz womöglich auf das 
Vorhandensein zweier vorliegender WNV-Abstammungslinien zurückzuführen ist. Eine 
mögliche Sensitivitätssteigerung könnte die Anpassung der im Testsystem eingesetzten 
Antigene in ihrer zugrunde liegenden Antigensequenz auf den im Erkrankungsgebiet 
zirkulierenden West-Nil-Virus-Stamm bewirken (Chabierski et al. 2013). So könnte die Frage 
nach dem am wahrscheinlichsten infektionsverursachenden West-Nil-Virus-Subtyp die 
Sensitivität eines Diagnostiktests möglicherweise erhöhen. 
Generell ist die bisherige Diagnostik einer West-Nil-Virus Infektion als schwierig einzustufen 
(Lelli et al. 2012). Die Ergebnisse der zweiten EQA Studie, welche weltweit 47 an 
WNV-Diagnostik beteiligte Labore hinsichtlich ihrer verwendeten Nachweisverfahren und 
Ergebnisse verglich, verdeutlichen die nach wie vor bestehende Notwendigkeit einer 
verbesserten universellen Diagnostikmethode (Sanchini et al. 2013). Im Besonderen wurde 
hierbei der Aspekt der Differenzierungsmöglichkeit der subtypübergreifenden, 
kreuzreagierenden Antikörper innerhalb der Flaviviren (DENV, JEV, TBEV, YFV) speziell für 
IgG-gestützte Untersuchungsverfahren hervorgehoben (Sanchini et al. 2013).  
Die Hauptaussage der zusammengetragenen Meinungen impliziert für die angestrebte 
sensitive und spezifische WNV-Infektions-Diagnostik den Einsatz kombinierter 
Peptidantigene im indirekten ELISA-Verfahren. Im Hinblick darauf sind verschiedene Areale 
der Strukturproteine als Zielstrukturen für IgG-Antikörper identifiziert worden, was hinweisend 
auf das Vorhandensein verschiedener B-Zell-Epitope gewertet werden kann. Divergierende 
Expertenmeinungen regen ein spezifisches Nachweisverfahren hauptsächlich gestützt auf 
Antigene an, welche Epitope des WNV-Proteoms der Nicht-Strukturproteine darstellen 
(Wong et al. 2003). So wird beispielsweise das Protein NS1 bei DENV-Untersuchungen als 





beschrieben (Hu et al. 2011). In Anlehnung daran wären WNV-Nachweisverfahren basierend 
auf Nicht-Strukturproteinen, insbesondere NS1, als Antigen denkbar (de Filette et al. 2012). 
Einer der Vorteile würde darin bestehen, dass im Falle einer vorhandenen Impfung eine 
Unterscheidung zwischen geimpften und infizierten Patienten möglich wäre, da 
Nicht-Strukturproteinfragmente voraussichtlich keinen Bestandteil des potenziellen 
Impfstoffes abbilden (Schneeweiss et al. 2011). Demgegenüber steht das hohe 
immunologische Potenzial der viralen Strukturproteine. Das Glykoprotein E als 
Hauptoberflächenmolekül der Virionen gilt als bedeutendstes Antigen zur Induktion 
neutralisierender Antikörper (Chávez und Laure 2013; Diamond et al. 2009; Lelli et al. 2012; 
Thompson et al. 2009). Aktuelle Ergebnisse liefern zudem Hinweise auf eine 
vielversprechende Anwendbarkeit rekombinanter M-Protein-Abschnitte im Hinblick auf 
diagnostische Fragestellungen (Chabierski et al. 2013; Zhu et al. 2012). 
Zum alleinigen Antigen-Einsatz im Diagnostik-Test sind Cnat und MBP-Cme nicht geeignet. 
Im Hinblick auf die weiterführende Untersuchung der rekombinanten Antigene wird von 
besonderem Interesse sein, ob diese mit Humanseren, welche vorab positiv auf verwandte 
Viren innerhalb der JE-Serogruppe getestet wurden, kreuzreagieren. Zudem sind weitere 
Optimierungen des ELISA-Verfahrens notwendig, um noch aussagekräftigere 
Testergebnisse bei der Serumanalyse zu erzielen. Insgesamt können die dargestellten 
Ergebnisse als ein Betrag zur Etablierung eines indirekten ELISA-Testsystems zur Detektion 
WNV-spezifischer Antikörper gewertet werden. Unter Einbeziehung der dargestellten 
Erkenntnisse lässt sich schlussfolgern, dass trotz sorgfältiger Auswahl basierend auf 
unterschiedlichen Algorithmen und Verfahren ein sehr gutes Wissen über potenziell 
immundominante Bereiche notwendig ist, um diese mit der notwendigen Sensitivitätsvorgabe 





Vor bereits 14 Jahren hat das Auftreten von West-Nil-Virus-Infektionen in New York City eine 
enorme Aufmerksamkeit bewirkt. Die Angst vor einer weiter voranschreitenden Ausbreitung 
dieses vektorübertragenen Virus ist beispielhaft für eine Reihe humanpathogener Erreger, 
die über Kontinente hinweg speziesübergreifend zu letalen Erkrankungsfällen führen. Kommt 
es zu einer symptomatischen Infektion, ist für die Einleitung einer spezifischen Therapie vor 
allem der Erregernachweis von großer Bedeutung. Hierfür sind schnelle, einfach zu 
handhabende und sensitive Testsysteme erforderlich. Die bisher verwendeten 
ELISA-Diagnostiktestsysteme beruhen in ihrem Nachweisprinzip häufig auf der Detektion 
von Antikörpern, die gegen das E-Hüllprotein des WNV gerichtet sind. Aufgrund der hohen 
Sequenzkonservierung des E-Proteins innerhalb der Familie der Flaviviren und der daraus 
resultierenden serologischen Kreuzreaktivität, ist die Spezifität dieser Verfahren begrenzt. 
Zur eindeutigen subtypspezifischen Identifikation des Erregers müssen zusätzliche, 
zeitaufwendige Plaque-Reduktions-Neutralisations-Tests durchgeführt werden. Die 
vorgelegte Arbeit beruht auf der Hypothese, dass sich die benötigte Erhöhung der 
Testspezifität durch den Einsatz von WNV-spezifischen Antigenen erreichen lässt. Dabei 
müssen diese Antigene so charakterisiert sein, dass sie immunogenen 
WNV-Proteinbereichen entsprechen, welche innerhalb der WNV-Stämme eine hohe 
Konservierung bei gleichzeitigem Vorhandensein eines ausreichenden Sequenz-
unterschiedes zu anderen Flavivirusspezies aufzeigen. Gelingt die Erarbeitung eines solchen 
Antigens, wäre eine eindeutige und schnelle Diagnostik im ELISA-Verfahren möglich. Die 
notwendige, sichere Subtypisierung des West-Nil-Virus innerhalb der JE-Serogruppe wäre 
gegeben.  
Frau Dr. P. Fiebig konnte durch Kombination verschiedener bioinformatischer Algorithmen im 
Abgleich mit literaturbekannten B-Zell-Epitop-Charakteristiken vier lineare, potenzielle 
Epitope innerhalb der WNV-Strukturproteine C und prM identifizieren. Das Ziel dieser Arbeit 
bestand in der rekombinanten Expression dieser epitoptragenden Strukturproteinfragmente, 
Verwendung dieser Polypeptide zur Immunisierung von Versuchstieren und nachfolgendem 
Nachweis ihrer immunologischen Eigenschaft durch Detektion von gebildeten peptid- und 
virusspezifischen Antikörpern. Darüber hinaus sollten durch proteinbiochemische Methoden 
die erzeugten WNV-Polypeptide auf ihre diagnostische Eignung als Antigene für ein 
spezifisches, serologisches ELISA-Testsystem untersucht werden. Dieser Zielstellung 
folgend wurden von der nativen Aminosäuresequenz der WNV-Strukturproteine C und prM, 
die Sequenzabschnitte der rekombinanten Polypeptide Cnat, Cme und prM abgeleitet. Das 




Epitopregionen. Das Polypeptid Cnat stellt ein in seiner Sequenz lediglich verkürztes Derivat 
des nativen C-Proteins dar. Als zweites Polypeptid wurde Cme kloniert und exprimiert. Cme 
fasst die drei Epitop-Bereiche, lediglich getrennt durch eine Abfolge von jeweils vier 
Glycinresten, zusammen und entspricht einem synthetischen Multiepitop. Bis auf die 
potenziellen B-Zell-Erkennungssequenzen besitzt Cme keine Sequenzübereinstimmung mit 
dem nativen C-Protein. Der vierte Epitopbereich ist innerhalb des Sequenzbereiches des 
pr-Abschnittes im nativen Vorläuferprotein prM lokalisiert. Dieser sollte als kurzes Polypeptid 
prM kloniert und exprimiert werden. 
Zur Expression der definierten Sequenzbereiche wurde das Hefesystem Pichia pastoris mit 
dem Expressionsvektor pAOXα-mut herangezogen. In diesem wurde das Fremdgen direkt 
an die Sequenz des Pre-Pro-α-Faktors (α-Faktor) angeschlossen, so dass sich keine 
Leserasterverschiebung zu der codierenden Region des Histidin-Tags ergab. Nach 
Transformation und stabiler Integration der Expressionskassette in das Hefegenom, sollte 
eine sekretorische Expression der Polypeptide in Form von Polypeptiden mit C-terminalem 
Histidin-Tag erfolgen. 
Die Expression des Polypeptids prM resultierte in einem Produkt mit einem apparenten 
Molekulargewicht von ca. 15 kDa. Das mit 6,2 mg pro Liter Schüttelkultur exprimierte 
Hefepeptid wurde in gereinigter Form zur Immunisierung von Balb/c-Mäusen eingesetzt. Die 
Analyse der murinen Seren erfolgte im Vergleich zum parallel mitgeführten Kontrollpeptid 
(Leervektor pAOXα-mut) zum Ausschluss falsch positiver Reaktionen mit eventuell in der 
Antigenlösung vorhandenen Hefeproteinen. Der finale prM-spezifische Antikörpertiter 
bestimmte sich aus der Differenz der berechneten Titer für das homologe Peptid und dem 
Kontrollpeptid. Es ergab sich ein gemittelter Peptid-spezifischer Titer von 22.000. Um die 
Ergebnisse des durchgeführten ELISA der murinen prM-Seren gegen das prM-Antigen zu 
präzisieren, erfolgten die Analysen von humanen Seren auf prM-beschichteten 
ELISA-Platten. Im wiederholten Vergleich zur Testung der eingesetzten Humanseren auf 
Kontrollpeptid, zeigten sich für prM gleichermaßen hohe Reaktionen. Eine aussagekräftige 
Berechnung des peptidspezifischen Antikörpertiters durch Bildung der Differenz zwischen 
dem Titer für das homologe Polypeptid und dem Kontrollpeptid war nicht möglich. Zum 
Nachweis virusspezifischer Antikörper wurde ein indirekter Immunfluoreszenztest auf 
WNV-infizierten Vero-Zellen durchgeführt. Das Ergebnis zeigte kein spezifisches 
Grünfluoreszenzmuster und somit keinen Nachweis virusspezifischer Antikörper. Aus der 
Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse wurde geschlussfolgert, dass ein hohes 
Maß an unspezifischen Antigen-Antikörper-Bindungen vorlag und von keiner prM- und somit 
WNV-spezifischen Immunogenität des rekombinanten Hefepeptids auszugehen war. Vor 




WNV-spezifisches Testsystem angesehen und fand für die weiterführenden Untersuchungen 
mit WNV-positiven Humanseren keine Berücksichtigung. 
Die Polypeptide Cnat und Cme konnten in Pichia pastoris nicht sekretorisch exprimiert 
werden. Darüber hinaus gestaltete sich die Reinigung der intrazellulär nachgewiesenen 
Polypeptide als ineffektiv, so dass Escherichia coli als alternatives Expressionssystem 
herangezogen wurde. Nach Transformation der Expressionsplasmide pMAL-c2X-Cnat bzw. 
pMAL-c2X-Cme in kompetente Bakterienzellen erfolgte eine cytoplasmatische Expression 
der potenziellen Antigene als MBP-Fusionsproteine mit C-terminalem Histidin-Tag. Aus 
einem Liter IPTG-induzierter Expressionskultur konnten über die 
Amylose-Affinitätschromatografie 6,5 mg MBP-Cnat mit einem apparenten Molekulargewicht 
von 60 kDa gewonnen werden. Zum Erhalt des isolierten Zielpeptids Cnat erfolgte eine 
Abspaltung des MBP-Molekülanteils unter Einsatz des aktivierten Gerinnungsfaktors X (Xa). 
Mittels Western Blot erfolgte der Nachweis des rekombinanten Cnat-Peptids mit einem 
apparenten Molekulargewicht von ca. 15 kDa, was dem theoretischen Molekulargewicht von 
11 kDa nahezu entsprach. Nach Separation des trunkierten Polypeptids Cnat mittels 
Metall-Affinitätschromatografie und Entsalzung der Peptidlösung, lagen insgesamt 6,15 mg 
des C-Protein-Derivats Cnat vor. Die nachfolgend mit Cnat immunisierten Mäuse wiesen im 
Mittel einen Antikörpertiter gegen homologes Peptid von 31.500 auf. Der durchschnittlich 
ermittelte virusspezifische Antikörpertiter lag bei ca. 50 %. 
Die bakterielle Expression des synthetischen Multiepitops war ebenfalls erfolgreich. Das 
Fusionsprotein MBP-Cme konnte mit einem apparenten Molekulargewicht von 55 kDa und 
einer Proteinausbeute von 1 mg/l Expressionskultur gewonnen werden. Wie auch bei 
MBP-Cnat wurde über eine Inkubation mit Faktor Xa die Fusionsproteinspaltung bewirkt. 
Eine Trennung des Cme/MBP-Proteingemisches war unter Anwendung der 
Metall-Affinitätschromatographie nicht möglich, was die Anwendung alternativer Separations-
verfahren erforderte. Eine Isolation des Zielpeptids Cme war über durchgeführte 
Größenausschlusschromatographie, Negativreinigung durch Bindung der MBP-Moleküle an 
Amylose-Matrix oder Molekularsiebchromatografie nicht zu erreichen. Die vorgesehene 
Immunisierung der Balb/c-Mäuse erfolgte daraufhin mit dem gereinigten Fusionsprotein 
MBP-Cme. Die quantitative Analyse der murinen Seren zeigte einen Mittelwert des 
C-Peptid-spezifischen Antikörpertiters von 3600. Die Testung dieser Seren auf 
Virus-beschichteten ELISA-Platten ergaben einen virusspezifischen Antikörperanteil von 
85 %. 
Die rekombinant exprimierten Peptide Cnat und MBP-Cme erwiesen sich als immunogene 
C-Proteinsequenzen im Mausmodell. Die Verifizierung ihrer diagnostischen Verwendung in 
einem WNV-spezifischen ELISA-Test erfolgte durch die Analyse von 37 klinisch und 




Patientenproben auf WNV-beschichteten ELISA-Platten erzielte bei 31 der 33 zuvor 
WNV-IgG-positiv-getesteten Serumproben ein übereinstimmendes Ergebnis. Alle vorab 
WNV-negativ getesteten Seren wurden in ihrem Vortestergebnis ebenfalls bestätigt. Im 
Anschluss erfolgte die Analyse aller humanen Serumproben auf den rekombinanten 
Antigenen Cnat und MBP-Cme. Im Ergebnis konnten mit dem Antigen Cnat drei der 
untersuchten WNV-IgG-positiven Seren als positiv detektiert werden. Mit dem 
MBP-Cme-ELISA wurden zwei der Patientenproben positiv getestet. Falsch positive 
Antikörper-bindungen konnte weder für Cnat noch MBP-Cme verzeichnet werden.  
Aus der geringen Reaktivität WNV positiver Seren mit den Antigenen Cnat und MBP-Cme 
ließ sich schlussfolgern, dass diese Peptidantigene für einen alleinigen Einsatz im 
Diagnostik-Test nicht geeignet sind. Die dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass 
aufgrund zelltypabhängiger Replikationsvorgänge und individuell ablaufender Immunantwort 
die Detektion WNV-spezifischer Antikörper nicht über ein alleiniges Antigen möglich sein 
wird. Dies impliziert für die angestrebte sensitive und spezifische WNV-Infektions-Diagnostik 
den Einsatz kombinierter Peptidantigene im indirekten ELISA-Verfahren. Vor diesem 
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Tabelle 8-1 Auflistung der verfügbaren Humanseren mit dem jeweiligen Vortestergebnis, bereitgestellt 
von Frau Prof. L. Barzon (Universität Padua, Italien; Bezeichnung beibehalten). 
Bezeichnung Testergebnis aus Padua 
S2  WNV IgG+/ IgM+; WNV-RNA negativ  
S3  WNV IgG+/ IgM+; WNV-RNA negativ  
S4  WNV IgG-/ IgM-; RT-RNA negativ  
S6  WNV IgG-/ IgM-; RT-RNA negativ  
S7  WNV IgG+ 
S8  DENV IgG+/ IgM+; NS1 Ag positiv  
S11  WNV IgG+/ IgM+  
S12  WNV IgG-/ IgM+  
S14  WNV IgG+/ IgM+  
S15  WNV IgG+/ IgM-  
S16  WNV IgG+/ IgM+  
S17  WNV IgG+  
S18  WNV IgG+  
S19  WNV IgG+  
S20  WNV IgG+  
S21  WNV IgG+  
S22  WNV IgG+  
S23  WNV IgG+  
S24  WNV IgG+  
S25  WNV IgG+  
S26  WNV IgG+  
S27  WNV IgG+  
S28 WNV IgG+ 
S29 WNV IgG+ 
S30 WNV IgG+ 
S31 WNV IgG+ 
S32 WNV IgG+ 
S33 WNV IgG+ 
S34 WNV IgG+ 
S35 WNV IgG+ 
S36 WNV IgG+ 




Bezeichnung Testergebnis aus Padua 
S38 WNV IgG+ 
S39 WNV IgG+ 
S40 WNV IgG+ 
S41 WNV IgG+ 
S42 WNV IgG+ 
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07/ 2008 - 08/ 2008  Krankenpflegedienst 





Parkkrankenhaus Leipzig (Orthopädie/ Innere Medizin) 
Schulbildung: 
12/ 2007 Auszeichnung mit dem Karl-von-Frisch-Preis 
für hervorragende Leistungen im Fach Biologie 
07/ 2007 Erlangung der allgemeinen Hochschulreife 
Sächsisches Landesgymnasium für Sport Leipzig 
 
